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INTRODUCCION
y. Introducciôn
La contaminaciôn del aire es un mal social, causado principalmente por la 
actividad humana, como consecuencia del desarrollo industrial. Se trata de un 
problème creado por las naciones mâs prôsperas y que preocupa màs a sus habitantes 
que a los de zonas mâs deprimidas, mâs ocupados en cubrir sus necesidades 
inmediatas (Gillette 1984). Es, sin embargo, un problème global que transciende 
fronteras poifticas y naturales. Su impacto y sus efectos adverses en la biosfera son 
de una gran magnitud. Sin embargo, los smtomas son diffciles de détectar durante los 
primeros estados de la afecciôn, al tiempo que las consecuencias son diffciles de 
valorar cuando el dano es irreversible. La diversidad de los sistemas biolôgicos, 
estabilizada por la complejidad de sus interacciones dinâmicas, determine que la 
respuesta a la exposiciôn a los contaminantes atmosféricos no sea uniforme. La 
perturbaciôn induce en el ecosistema un aumento de la entropfa. Los primeros 
sfntomas estarân acompanados de una elevada dispersiôn en la respuesta de los 
organismos expuestos.
y. y. Sensibiiidad diferencial de determinados organismos a ia exposiciôn a 
contaminantes atmosféricos
A medida que el contaminante, o la mezcla de contaminantes, abandona la 
atmôsfera e ingresa en el sistema biolôgico, se expresa su potencial toxicidad. Su 
influencia sobre los organismos implicados en el ecosistema puede ser directe, 
alterando su capacidad de sintetizar o de degradar nutrientes; o indirecte, mediante 
la alteraciôn del entorno en que estos organismos prosperan.
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La sensibilidad diferencial a la contaminaciôn atmosférica de componentes 
individuales détermina la evoluciôn de! ecosistema. En este sentido, existe una gran 
variabilidad no sôlo en cuanto a la reacciôn experimentada por distintas especies, sino 
incluso entre distintos individuos y entre clones. Las causas que determinan que un 
organisme sea capaz de superar el ataque del contaminante dependen tanto de su 
capacidad de autoprotecciôn, como de su facultad de regeneraciôn en caso de haberse 
visto afectado. En ambos casos, el resultado no depende unicamente de sus 
caracterfsticas metabôlicas, por el contrario involucra su hébito, su morfologfa, su 
anatomi'a, su ultraestructura. La resistencia al contaminante es genética, en la medida 
en que el conjunto de su estrategia vital viene determinada por su genoma. Por otra 
parte, el hecho de ser resistente a un contaminante ni siquiera asegura la resistencia 
a ese mismo contaminante en presencia de sustancias, a priori inôcuas, con las que 
pudiera interaccionar. Es évidente, igualmente, que la resistencia a un contaminante 
dado, no implica una mayor resistencia trente a otros contaminantes.
En cualquier caso, como resultado de la exposiciôn a contaminantes 
atmosféricos, en el seno de la comunidad sôlo unas determinadas poblaciones entran 
en crisis dependiendo de la dosis o carga del contaminante. Algunas de estas 
poblaciones ya manifiestan smtomas medibles a dosis de contaminante que sôlo 
superan ligeramente los niveles de fondo. Con la excepciôn de aquellos estudios 
basados en el anâlisis de bioacumuladores, son estas poblaciones con una elevada 
sensibilidad diferencial, las que permiten abordar una diagnosis temprana de las causas 
del potencial decaimiento del ecosistema. Se habla entonces de biomonitores cuando, 
basàndose en una relaciôn dosis-respuesta, se pretende valorar el nivel de 
contaminante en la atmôsfera, o de bioindicadores, cuando el objetivo es identificar 
con antelaciôn y de forma especffica la acciôn del contaminante en el sistema 
biolôgico.
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1.2. Interés del uso de organismos como biomonitores
A la hora de describir los niveles de contaminantes en la atmôsfera y su 
evoluciôn espacial o temporal, es precise tener en cuenta que ningûn organisme, por 
sensible que sea a la exposiciôn a determinado contaminante, podrâ manifester una 
respuesta medible, con tel precisiôn que iguale o supere la de un analizador 
automâtico de gases en contmuo. Aceptando este hecho, el interés de usar 
organismos vives como monitores de contaminantes atmosféricos se ve restringido 
a que éstos son mâs baratos que una red automâtica de anâlisis de gases en cuanto 
a costos de instalaciôn y mantenimiento se refiere. Con este fin, el de monitorizar 
niveles de contaminantes en la atmôsfera, el objeto de una red de biomonitores es el 
de detectar puntos o âreas crfticas en las que potencialmente los niveles de 
contaminante se aproximarfan o incluso excedenan los umbrales de tolerancia de los 
elementos del ecosistema. Un segundo objetivo lo constituye el poder deducir a partir 
de la sintomatologfa observada en qué âreas pudieron sobrepasarse los mârgenes 
légales permitidos.
Los estudios basados en escalas que plantean una relaciôn biumvoca simple 
entre la respuesta de un organisme sensible -cualquiera que sea- y la concentraciôn 
de un contaminante en la atmôsfera, conllevan un elevado nivel de incertidumbre, 
debido a que esta respuesta viene determinada por los efectos simultâneos de un 
elevado numéro de variables ambientales. Estos estudios sôlo se justificanan como un 
capftulo preliminar encaminado a la optimizaciôn de la distribuciôn de las estaciones 
de una red automâtica a instalar con posterioridad.
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1.3. Interés del uso de organismos como bioindicadores
Frecuentemente el objetivo no es el de conocer el valor de la concentraciôn de 
diôxido de azufre, ôxidos de nitrôgeno, ozono, o cualquier otro contaminante en la 
atmôsfera. Incluso en el caso de conocerse, esta informaciôn sôlo tiene sentido en 
cuanto que pudiera ser interpretada como la causa de una compleja fenomenologfa de 
smtomas observables en el ecosistema. Cuando el dato de inmisiôn de contaminantes 
pasa a un segundo piano, centrândose la cuestiôn en la diagnosis de una 
sintomatologfa, el bioindicador cobra un valor muy superior al de "simple sucedàneo" 
barato y poco preciso, de los equipos de anâlisis automâtico. Frente al analizador, el 
biondicador muestra una respuesta integrada desde dos puntos de vista: dosis- 
respuesta e interacciones con otros contaminantes o factores ambientales.
En primer lugar, no suele ser el valor puntual de concentraciôn de contaminante 
en la atmôsfera el que desencadena la respuesta de los organismos expuestos. Es 
preciso considérer el periodo de exposiciôn al tôxico. La variable independiente no 
debe ser la concentraciôn de contaminante, sino la dosis, entendida como la relaciôn 
no lineal entre concentraciôn de contaminante y tiempo de exposiciôn al mismo. Dado 
que el bioindicador, introducido en el medio natural, asf como su entorno, suele 
encontrarse sometido a fumigaciones crônicas (bajas concentraciones durante largos 
periodos de exposiciôn) su respuesta es el resultado de un efecto acumulativo y desde 
este punto de vista integra una dimensiôn temporal diffcil de precisar con el analizador 
automâtico.
La segunda faceta de esa respuesta integrada, considéra el hecho de que los 
compuestos présentes en la atmôsfera no sôlo coexisten sino que ademâs pueden 
interaccionar. Sustancias por sf mismas inocuas o incluso estimulantes como los 
nitratos originados a patir de los ôxidos de nitrôgeno, pueden comportarse en
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presencia de otras sustancias (diôxido de azufre, ozono) como potenciadores de su 
efecto danino (Welburn et al. 1981, Balaguor & Manrique 1991). Por otra parte, 
agentes neutralizantes, como el amonio, el polvo procedente de carreteras, canteras 
o de plantas fertilizantes, pueden jugar un papel tamponante muy importante 
protegiendo a los Ifquenes y a otros vegetales de la acciôn de contaminantes âcidos 
taies como el SO^ o el NOg (Kauppi 1980a, Holopainen 1983).
En determinadas ocasiones la interacciôn es mâs compleja; tal es el caso del 
efecto de la combinaciôn de diôxido de azufre con ozono sobre plantas de soja. 
Cuando los niveles de ambos contaminantes son prôximos al umbral de fitotoxicidad, 
su efecto conjunto es sinérgico, pero si lo superan, a concentraciones elevadas, la 
acciôn es antagônica; el diôxido de azufre amortigua los efectos que cabrfa esperar 
tras una exposiciôn a ozono (Heagle y Johnson 1979).
>d
Los estudios que consideran el efecto integrado de mâs de dos contaninantes
O son hasta el momento muy escasos. Igualmente pobre es la informaciôn disponible
jV,
sobre el efecto conjunto de contaminantes y otros factores de origen ambiental como 
sequfa, heladas, etc. Sin embargo, el bioindicador y su entorno se hallan sujetos a 
todas las interacciones sinérgicas, antagônicas o aditivas de todos los factores 
ambientales, sean o no de origen atropogénico. Este hecho puede justificar aquellas 
observaciones de respuestas drâsticas del bioindicador ante concentraciones bajas de 
un contaminante, e igualmente justifica la ausencia de respuesta o respuestas leves 
frente a dosis de contaminantes potencialmente mâs dahinas. Esta ventaja del 
bioindicador, capaz de poner de manifiesto la interacciôn entre contaminantes, no 
predecible a priori a partir de los datos de inmisiôn, implica, sin embargo, una 
limitaciôn, en cuanto que el efecto de un contaminante determinado, puede quedar, 
en ultimo extremo, diluido en una red de complejas interacciones.
En conclusiôn, la respuesta del bioindicador, como organismo sensible expuesto
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a contaminantes, integra la dimensiôn temporal de la exposiciôn y recoge ademâs el 
conjunto de interacciones con otros factores ambientales.
Esta doble ventaja es necesaria pero no suficiente para discernir entre el 
bioindicador y cualquiera de los otros organismos inmersos en el ecosistema afectado. 
Ademâs, el bioindicador debe reunir una sensibilidad diferencial al contaminante 
considerado, especificidad, y una respuesta a corto plazo, es decir, debe ser capaz de 
manifester sfntomas medibles con antelaciôn al resto de los organismos expuestos.
Teniendo présente este perfil, en el caso de que el interés no radique en la 
evaluaciôn cuantitativa de la concentraciôn de un contaminante aislado, el 
bioindicador es el mâs adecuado pronosticador y descriptor de danos potenciales a 
otros miembros del ecosistema, atribuibles a contaminantes ambientales.
Entre los organismos empleados en la biomonitorizaciôn de los efectos del 
diôxido de azufre (SOg), importante componente de la contaminaciôn derivada de la 
combustiôn de carburantes fôsiles, destacan los Ifquenes cuya adecuaciôn ha sido 
ampliamente refrendada en la literatura cientffica previa.
1.4. Variables de respuesta
Cualquiera que sea el organismo elejido como bioindicador, considerado en su 
totalidad, representarfa tal volumen de informaciôn que aün prescindiendo de aquella 
no relacionada directamente con el efecto de los contaminantes resultarfa excesiva 
para ser procesada. Es preciso por tanto, seleccionar qué variable o variables de 
respuesta son las mâs representatives, sin olvidar que esta selecciôn conlleva una 
importante pérdida de informaciôn. Esta elecciôn se basarâ en una mayor especificidad 
y antelaciôn en la respuesta frente al contaminante considerado.
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En Ifquenes, la caracterizaciôn de la sensibilidad diferencial de aquellos procesos 
fisiolôgicos susceptibles, ha sido resumida en funciôn de su sensibilidad creciente al 
SO2 como: permeabilidad de la membrana celular < estado de los pigmentos < 
fotosfntesis-respiraciôn < sfntesis de proteinas < fijaciôn de Ng (Richardson & Nieboer 
1983; Malhotra & Khan 1983). En paralelo a esta secuencia, se puede esbozar otra 
elaborada con las diferentes variables de respuesta relacionadas con aquellos procesos 
afectados. Con algunas de las variables ensayadas en Ifquenes y en orden creciente 
en cuanto al tiempo de respuesta, una secuencia serfa: fluorescencia temprana de 
clorofilas in vivo >  evoluciôn de oxfgeno > intercambio neto de diôxido de carbono 
> alteraciones ultraestructurales de las células del fotobionte > degradaciôn de 
clorofilas a feofitinas > lavado de iones al exterior celular > sfntomas visibles > 
cambios en la frecuencia y cobertura de especies liquénicas. Desafortunadamente, 
todas ellas son mâs tempranas que especfficas, si bien la feofitinizaciôn de clorofilas, 
es decir, la sustituciôn del âtomo de magnesio del anillo porfirfnico por un protôn, ha 
sido atribuido al resultado de la exposiciôn a contaminantes âcidos (Ronen & Galun 
1984). Menos tempranas que las ya expuestas son las variables de respuesta basadas 
en la presencia o la ausencia de especies o en cambios florfsticos. Contra su 
prolongado tiempo de respuesta, debido a la lentitud con que estos cambios florfsticos 
tienen lugar, cabe esgrimir su especificidad, dado que son capaces de valorar la 
desapariciôn de especies consideradas como sensibles a determinados contaminantes 
y la apariciôn de otras cuya autoecologfa original puede aportar informaciôn sobre el 
tipo de cambio que se estâ operando en el ecosistema. Desgraciadamente, estas 
valoraciones sobre la sensibilidad diferencial de las especies y su singularidad 
ecolôgica se basan, frecuentemente de forma exclusive, en observaciones de campo, 
sin que hayan sido contrastadas en experiencias con fumigaciones controladas o en 
determinaciones de los ôptimos ecolôgicos y fisiolôgicos.
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Si bien se han realizado notables intentes de objetivizar la medida de variables 
de respuesta como frecuencia, cobertura, diversidad y abundancia (Ammann, Herzig, 
Liebendoerfer & Urech 1987; Nimis, Castello & Perotti 1990), su uso en estudios de 
bioindicaciôn, suele estar sujeto a valoraciones subjetivas. Por elle, para complétât o 
sustituir estos métodos, se han ensayado otros criterios basados en el anâlisis de 
ejemplares, tanto espontâneos como transplantados, de una sôla o de un pequeho 
conjunto de especies liquénicas seleccionadas (Galun & Ronen 1988).
1.5. La fluorescencia temprana de clorofilas in vivo
Tal como se ha comentado, la fotosmtesis es uno de los primeros procesos 
metabôlicos que se ven afectados por la acciôn de los contaminantes atmosféricos. 
Por este motivo, cabe esperar que la medida de aquellas variables de respuesta que 
aporten informaciôn sobre la eficiencia con que dicho proceso tiene lugar, podrâ 
evidenciar smtomas tempranos atribuibles al efecto del contaminante.
La medida de la fluorescencia reemitida como luz roja y roja lejana, procedente 
de las clorofilas de los sistemas antena del aparato fotosintético, viene siendo 
utilizada, desde hace largo tiempo, como indicador no destructivo de los procesos que 
tienen luoar in vivo durante la fotosmtesis (Krause & Weis 1984; Briantais et al. 1986; 
Renger & Schreiber 1986).
En organismos fotosintéticos adaptados a oscuridad la inducciôn de la 
fluorescencia de las clorofilas mediante un puiso de luz, responde a una cinética cuyos 
principales descriptores son: la sehal de fluorescencia inicial (F )^, emitida cuando la 
gran mayon'a de los centros de reacciôn del fotosistema II estan aün abiertos; la 
fluoresencia mâxima (Fp), que es alcanzada cuando los aceptores primarios de la
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cadena de transporte electrônico se encuentran ya completamente reducidos; y la 
fluorescencia variable o inducida (F )^, definida como la diferencia entre los dos 
primeros parâmetros, Fp y F^  (Fig 1; Ôquist & Wass 1988).
La medida de los cambios observados en la intensidad de esta fluorescencia 
temprana, denominada asf por considerar sôlo la parte de la cinética que tiene lugar 
en los primeros 5 s tras el puIso inicial de luz, ha sido frecuentemente validada como 
técnica extremadamente sensible para valorar los efectos de distintos estreses 
ambientales en los vegetales (Lichtenthaler 1987b; Bjôrkman & Powles 1984; Barnes 
et al. 1988; Arndt, 1974). Uno de estos efectos estudiados mediante la fluorescencia 
de las clorofilas es la fotoinhibiciôn, que se manifesta como una reducciôn en la tasa 
fotosintética de asimilaciôn de COg bajo intensidades de luz superiores a la saturante, 
asf como en una caida del rendimiento fotônico o cuéntico, en organismos expuestos 
a altas irradiancias (Demming & Bjôrkman 1987). La fotoinhibiciôn parece ser un 
fenômeno comün en condiciones naturales, agravado frecuentemente en atmôsferas 
contaminadas (Krause 1988).
El câlculo del cociente entre la fluorescencia variable y la mâxima, F^ /Fp, 
resultado de la combinaciôn de los mencionados descriptores de la cinética de 
fluorescencia temprana de clorofilas, inducida in vivo, se ha revelado como una 
variable de respuesta especialmente adecuada para la detecciôn de dano atribuible a 
contaminantes atmosféricos (Schreiber et al. 1978; Barnes & Davison 1986). F^/FpSe 
comportarfa como un indicador extremadamente temprano de las alteraciones 
producidas, aunque inespecffico al mismo tiempo.
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1.6. La degradaciôn de clorofila a feofitina como variable indicadora de daho inducido 
por contaminantes âcidos
Es conocido desde hace mâs de sesenta ahos que la exposiciôn al diôxido de 
azufre produce feofitinizaciôn de clorofilas (Dorries 1932). Sin embargo, aun en 
organismos tradicionalmente utiizados como bioindicadores de SOg como los Ifquenes, 
este fenômeno tardô en ser observado (Pearson & Skye 1965, Rao & Leblanc 1966, 
Nash 1973). Estudios posteriores han puesto de manifiesto que la feofitinizaciôn es 
una respuesta no sôlo al SOg, sino también a otros contaminantes âcidos como el 
âcido fluorhfdrico o el diôxido de nitrôgeno (Nash 1971, Nash 1976). En el caso del 
SOg, la clorofila a es mâs sensible a su presencia que la clorofila b (Puckett et al. 
1973, Malhotra 1976).
Ronen & Galun en 1984 observaron que la acidificaciôn de extractos clorofflicos 
produce una modificaciôn de su espectro de absorciôn en la franja visible, 
concretamente en la regiôn del azul (Fig. 2). La densidad ôptica en el mâximo de 
absorbancia correspondiente a la clorofila a (en torno a los 435 nm) disminuye y, en 
contraste, aumenta en el mâximo de la feofitina a (localizado a 415 nm). El cociente 
entre ambas absorbancias alcanza valores que oscilan entre 1.45, para extractos no 
acidificados, y 0.50, para el caso de mâxima acidificaciôn. La observaciôn de este 
fenômeno, llevô a estos autores a proponer el cociente de absorbancias 
D.0.435nm /D.0.415nm  (Phaeophytinization Quotient of chlorophyll a, PQa) como 
procedimiento râpido para la monitorizaciôn a gran escala de! efecto de contaminantes 
en las clorofilas del fotobionte liquénico.
El uso de este fndice para la bioindicaciôn de contaminantes atmosféricos fue 
ensayado con transplantes de talos de Ramalina duriaei por Garty et al. en 1985. Si 
bien éste era el primer estudio de campo que aplicaba el PQa, el transplante de talos
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Serial de fluorescencia
Fv
0.2 0.4 0.6 0.8  1 1.2 
Tiem po (s)
1.4 1.6 1.8
Figura 1. Cinética de la senal de fluorescencia de la clorofila, inducida en talos 
hidratados de Ramaiina farinacea, preadaptados a oscuridad durante 15 minutes, 
al ser iluminados con un puiso de luz actmica, en el instante que indica la flécha de 
trazo grueso. F^ , senal de fluorescencia inicial; Fp, fluorescencia mâxima; F^ , 
fluorescencia variable o inducida, definida como la diferencia entre los dos 
parâmetros anteriores.
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Figura 2. Cambio en el espectro de absorciôn de très extractos en dimetil sulfôxido 
de clorofila a pura, tras la acidificaciôn con âcido clorhfdrico. Nôtese cômo el 
mâximo de absorbancia de la clorofila a localizado en la regiôn del azul (432 nm) 
desaparece, al tiempo que se incrementa la absorciôn en el mâximo 
correspondiente a la feofitina a (413 nm).
procedentes de estaciones control a zonas presuntamente expuestas a la acciôn de 
contaminantes atmosféricos, se habfa ensayado con anterioridad y se ha seguido 
utilizando hasta la actualidad (Brodo 1961; Schônbeck 1969; Pyatt 1970; Morgan- 
Huws & Haynes 1973; Nash 1975; Kauppi 1976; Wood & Nash 1976; Eversman 
1980; Marsh & Nash 1979; Ferry & Coppins 1979; Dawson & Nash 1980; Nash & 
Sommerfeld 1981 ; Holopainen 1984b; Garty 1988; Boonpragob & Nash 1991).
Coincidiendo con observaciones previas que ya habfan puesto de manifiesto 
la déterminante influencia del pH y capacidad tampôn del sustrato sobre el que se 
desarrollan los Ifquenes (Baddeley et al. 1971 ; Hill 1971; Türk & Wirth 1975), 
Manrique et al. (1989) constataron una estrecha correlaciôn positiva entre el pH de 
diferentes sustratos y el valor del PQa en ejemplares de Anaotvchia ciliaris que sobre 
ellos crecfan de forma natural, en un territorio expuesto a fumigaciones con diôxido 
de azufre de 62 /yg/m^ (percentil 98).
Aun asf, el uso del cociente de feofitinizaciôn estaba restringido a Ifquenes, 
como Ramalina duriaei o Anaotvchia ciliaris. que practicamente no acumulan 
metabolitos secundarios fenol-carboxfiicos, de caracter âcido, conocidos como 
sustancias liquénicas. Sin embargo, estas especies sin sustancias liquénicas 
constituyen un reducido grupo en relaciôn a la totalidad de los Ifquenes. Brown & 
Hooker ( 1977) y Brown ( 1980) habfan observado el poder feofitinizante y oxidante de 
las sustancias liquénicas en los extractos de clorofilas. Igualmente constataron la 
interferencia de estas sustancias con los mâximos de clorofila a y feofitina a, dado que 
también absorben en la regiôn del azul. Por este motivo, algunos autores descartaron 
el uso del PQa (Sanz 1991). Afortunadamente, el almacenamiento de estos âcidos 
fenôlicos es extracelular y este hecho ha permitido el desarrollo de técnicas sencillas 
taies como lavados sucesivos de acetona al 100% saturada o no con diferentes 
carbonates (Brown & Hooker 1977, Hageman & Fahseit 1990; Sancho & Kappen
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1989; Kappen et al. 1990; Balaguer & Manrique 1991).
Por otra parte, la reducida cantidad de muestra necesaria para la extracciôn de 
clorofilas de liquenes en DMSO (20 mg), la sencillez del método (sin necesidad de 
homogeneizaciôn, ni centrifugaciôn), el corto tiempo de procesamiento de las 
muestras (40 minutes de incubaciôn) y el amplio espectro de especies susceptibles 
de ser utilizadas como bioindicadoras (Silberstein & Galun 1988; Barnes et al. 1992), 
permite considerar el contenido en clorofilas y especialmente el PQa en estudios 
extensivos de territories, con un alto numéro de estaciones de muestreo. Por elle, 
tanto el contenido en clorofilas y el PQa como la ya comentada fluorescencia 
temprana de clorofilas in vivo, aparecen como variables de respuesta aptas para 
afrontar el cartografiado de regiones supuestamente afectadas por la exposiciôn a 
SQ .^
1.7. Cartografia de la calidad del aire mediante bioindicadores
Dado el bajo grade de especificidad de las variables de respuesta mâs utilizadas, 
puede ser diffcil evaluar el peso de una fuente puntual de contaminante como causa 
de una sintomatologfa observada. En estos casos, tan importante como el valor de la 
variable de respuesta, es la evoluciôn espacial de la misma, es decir, la büsqueda de 
gradientes espaciales del decaimiento de la variable, atribuibles al foco emisor de 
acuerdo con los vientos dominantes, la topograffa y las condiciones de estabilidad 
atmosférica.
Muy diverses han sido los procesos industriales cuyos efectos sobre la 
simbiosis liquénica han sido considerados: centrales térmicas (Jacobson & Showman 
1984; Eversman 1980; Marsh & Nash 1979; Will-Wolf 1980; Nash & Sommerfeld
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1981; Crespo et al. 1981; Garty, Ronen & Galun 1985; Showman 1986; Garty 
1988), industrias papeleras (Hoffman 1974; Newberry 1974; Holopainen 1983), 
fundlciones (Leblanc, Rao & Comeau 1972), plantas siderOrgicas (Rao & Leblanc 
1967, Pyatt 1970), refinerfas (Morgan-Huws & Haynes 1973, Taylor & Bell 1983), 
plantas procesadoras de gases àcidos (Skorepa & Vitt 1976; Case 1980), plantas 
procesadoras de fertilizantes (Holopainen 1983), fâbricas de cerémica (Holopainen 
1984a), fâbricas de cementos (Kortesharju, Savonen & Saynatkari 1990), factorfas 
de zinc (Nash 1972, 1975), fundiciones de cobre (Wood & Nash 1976; Dawson & 
Nash 1980), factorfas de aluminio (Brodo 1961). En el caso de seguimientos de la 
calidad del aire basados en la cartograffa sucesiva de un mismo territorio durante 
varios ahos, los Ifquenes aparecen como bioindicadores aptos no sôlo para poner de 
manifiesto incrementos en los niveles de contaminantes en la atmôsfera, mediante 
cambios regresivos de la flora liquénica (Sernander 1926, Schmid 1957, Züst 1977), 
sino incluso majoras en la calidad del aire que se traducen en recolonizaciones de 
territories tras reducirse los niveles de inmisiôn de contaminantes (Henderson-Sellers 
& Seaward 1979; Showman 1981; Bates, Bell & Farmer 1990).
Utilizando Ifquenes como bioindicadores, las variables de respuesta que han sido 
màs frecuentemente cartografiadas son la distribuciôn de las especies, el Indice de 
Pureza Atmosférica (IPA), y en mener medida otras, como la riqueza en cuanto a 
especies présentes en cada localidad (Rao & Leblanc 1967; De W it 1976; Showman 
1981, 1985), la cobertura y la frecuencia de las mismas (Metzier 1980), sfntomas 
visibles (Metzier 1980), Indice de Abundancia-Densidad (Skorepa & V itt 1976), Indice 
de Poleotolerancia (Trass 1973), contenido en azufre (Taylor & Bell 1983), contenido 
en diferentes metales, en calcio, clore, fôsforo (Garty, Ronen & Galun 1985, Garty 
1988), grade de alteraciôn ultraestructural (Holopainen 1984a), contenido en clorofilas 
totales, fotosfntesis neta y bruta, respiraciôn en oscuridad, contenido en proteinas.
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tasa de crecimiento, pérdida de fotoasimilados (Arb & Brunold 1990; Arb et al. 1990), 
feofitinizaciôn de clorofilas (Garty, Ronen & Galun 1985).
Considerando que la respuesta de estas variables bioindicadoras debe ser por 
definiciôn mâs temprana que la del reste de los elementos del ecosistema expuestos 
al contaminante, el objeto de la elaboraciôn de un mapa radica en poder anticiper una 
imagen del dano esperado en el érea expuesta, en caso de aumentar la concentraciôn 
de contaminante o el tiempo de exposiciôn. Sôlo en aquellas zonas en las que se 
detectan danos severos en el bioindicador, éstas podnan corresponderse con 
afecciones en elementos menos sensibles del ecosistema. Por tanto, el interés de la 
cartograffa basada en los sfntomas observados en el biondicador seleccionado, 
consiste en la determinaciôn de éreas de riesgo dentro de una regiôn expuesta a 
contaminaciôn atmosférica.
Un segundo paso, una vez acotadas las zonas de mayor riesgo, serfa la 
caracterizaciôn de la causa de la sintomatologfa observada. Para ello, se utilizan 
métodos màs costosos en cuanto a tiempo o cantidad de muestra requerida; métodos 
màs especfficos pero en ningùn caso aplicables al barrido de grandes àreas.
Otra via frecuentemente empleada para la determinaciôn del agente causante 
es la de comparer el mapa de àreas de riesgo con otro de inmisiôn de contaminantes. 
En caso de considérer los principales contaminantes, se ha encontrado en estudios 
previos (Arb & Brunold 1990; Arb et al. 1990) una muy significative correlaciôn entre 
la concentraciôn de O3, NOg, NO, o de SOg, en invierno y la variable de respuesta: 
contenido en clorofilas totales (R  ^= 0.81; P<0.01). Arb et al. (1990) observaron, 
utilizando técnicas de regresiôn lineal multiple, que era posible predecir el incremento 
en el contenido en clorofilas a partir de un aumento de los niveles de inmisiôn de 
contaminantes atmosféricos.
Incluso cuando sôlo un contaminante prédomina en el àrea de estudio, la
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comparaciôn es diffcil dado que se desconoce qué factor es el que détermina la 
respuesta del biondicador. Los datos procédantes del anâlisis de Ifquenes suelen ser 
comparados con la media anual de las concentraciones de SOg, por ser ésta un valor 
habitualmente disponible. Esta comparaciôn parece ser vâlida en regiones sujetas a 
niveles bajos de contaminante pero constantes (Gilbert 1970, Hawksworth & Rose 
1970). De W it (1976) comparando la riqueza liquénica en Holanda con diferentes 
medidas de inmisiôn de SOg, observô que los valores de invierno (entre octobre y 
marzo) eran majores descriptores que los valores correspondientes a todo el ano. Por 
otra parte, cabe preguntarse si la respuesta del bioindicador viene determinada por los 
picos de SO2 o por los valores de concentraciôn medios. La experiencia holandesa de 
cartograffa de la contaminaciôn atmosférica por SOg mediante Ifquenes concluyô que 
el uso de valores medios de concentraciôn (percentil 50) posee un valor descriptivo 
mâs acertado que el de los picos de contaminante (percentil 98). Sin embargo, la 
correlaciôn entre la variable de respuesta, en este caso riqueza liquénica, y las 
medidas de inmisiôn del contaminante mejoraban si en lugarde utilizar el percentil 50, 
75 ô 98, se consideraba una combinaciôn lineal de los percentiles 50 y 98 (De Wit 
1976).
En cualquier caso, y sea cual sea la variable indicadora de contaminaciôn 
atmosférica elejida para la cartograffa de éreas de riesgo -especialmente si el objetivo 
es la monitorizaciôn-, su sensibilidad al contaminante considerado debe ser conocida 
y esta relaciôn, indicador-dosis de contaminante, debe poder ser expresada como una 
funciôn matemâtica altamente significativa (Nimis et al. 1991).
La elaboraciôn de un mapa de estas caracterfsticas permite seleccionar un 
reducido numéro de estaciones de muestreo incluidas en un nivel de riesgo de dano 
conocido. Con ellas, es posible abordar el anâlisis de variables de respuesta que 
precisen procesos de preparaciôn de las muestras mâs complejos y mâs largos. A
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pesar de presentar estas desventajas, algunas de estas variables de respuesta son 
tanto 0 nés especi'ficas y tempranas que aquellas variables utilizadas en la cartograffa 
del territorio estudiado, tal es el caso del anâlisis de las alteraciones de la 
ultraestrjctura del fotobionte liquénico. Su estudio no sôlo permitirâ contraster el dano 
esperado en ejemplares procedentes de distintas estaciones ya cartografiadas, y por 
ende la fiabilidad del mapa, sino que ademâs aportarâ informaciôn sobre los 
mecanisTios implicados en el desarrollo de una sintomatologfa atribuible a la 
exposiciôn al contaminante.
1.8. Alteraciones de ia estructura celuiar de! fotobionte Hquénico inducidas por ia 
exposiciôn a contaminantes atmosféricos
Las perturbaciones desentas como consecuencia de la exposiciôn a 
contaminantes atmosféricos y mâs concretamente al SOg, evidentemente se 
corresponden con distintos estados de alteraciôn de la estructura celuiar de los 
simbiontas. El intento de visualizar estas alteraciones ha conducido a la aplicaciôn de 
técnicas de microscopfa capaces de presentar facetas cada vez mâs précisas de la 
sintomatologfa inducida por el contaminante.
Er imâgenes obtenidas mediante microscopfa ôptica convencional, el ünico 
fenômeno analizado como variable de respuesta es el porcentaje de algas 
plasmoliiadas (Eversman 1978; Will-Wolf 1980). Sin embargo, este fenômeno 
represen:a un estado tan avanzado de afecciôn que antes de que sea posible detectar 
cambios significativos en cuanto a la frecuencia de células colapsadas, la mayorfa de 
las variables de respuesta comentadas ya habrfan manifestado graves sfntomas de 
dano (Hclopainen 1984a; Holopainen 1984b). Al mismo tiempo, el colapso celuiar
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puede ser consecuencia de multitud de factures (Holopainen 1986), es por ello, que 
su anâlisis no a porta ninguna informaciôn para la diagnosis del decaimiento observado.
Las técnicas de microscopfa de fluorescencia ponen de manifiesto cambios en 
el color de las células de fotobionte liquénico tras la exposiciôn al SOg (Kauppi 1980b). 
Si bien este método manifiesta sfntomas previos al colapso celular, sin embargo, 
existe una gran dispersiôn en la respuesta, unida a la dificultad de objetivizar la medida 
mediante estimas basadas en escalas arbitrarias de clases de colores (Holopainen & 
Kauppi 1989).
A las deficiencias de los métodos de microscopfa expuestos, se suma la escasa 
informaciôn que aportan sobre la faceta estructural del dano producido por la acciôn 
del contaminante. Frente a estos problemas, la microscopfa electrônica de transmisiôn 
(MET) evidencia perturbaciones en la estructura celular incluso antes de que estos 
efectos sean irréversibles (Wellburn, Majernik & Wellburn 1972). La MET posibilita la 
descripciôn de una sintomatologfa basada en el progresivo deterioro estructural de la 
célula afectada. Este avance permite dilucidar dônde se encontrarfan las primeras 
dianas subcelulares, entendiendo por diana, aquellos orgânulos en los que se 
manifestarfan los primeros sfntomas de alteraciôn estructural, sugiriendo asf 
potenciales mécanismes de acciôn del contaminante (Soikkeli & Kârenlampi 1984).
En Ifquenes con algas verdes, la exposiciôn al SOg produjo avanzados estados 
de dano celular en el fotobionte, mientras que en el micobionte no se detectaron 
sfntomas (Holopainen & Kauppi 1989). Este hecho centra la atenciôn del anâlisis 
ultraestructural de los efectos debidos a la acciôn del SOg, en el estudio de los 
cambios détectables en la célula algal. Estas observaciones coinciden con los 
resultados que presentan la fotosfntesis como un proceso mâs sensible al SOg que la 
respiraciôn, dado que el principal componente de la respiraciôn liquénica es fùngico.
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Sin embargo, las primeras alteraciones del dano por SOg en el fotobionte liquénico, 
parecen no observarse en el cloroplasto sino en la mitocondria, como hinchamiento 
y deformaciôn de sus crestas (Holopainen & Kauppi 1989). Es precisamente ésta la 
diferencia màs acusada entre las sintomatologias observadas en Ifquenes y plantas 
vasculares, dado que en estas ultimas, la mitocondria parece ser uno de los ültimos 
orgânulos en acusar perturbaciones (Thomson 1975; Soikkeli 1981; Soikkeli & 
Karenlampi 1984).
Por otra parte, la MET permite abordar la discusiôn sobre en qué medida 
distiitos contaminantes generarfan distintas sintomatologfas ultraestructurales, es 
d ec i, hasta qué punto los resultados obtenidos son especfficos de cada contaminante 
(Holopainen 1984a). En Ifquenes, se han descrito sintomatologfas diferenciales 
atribuibles a la acciôn del SO2, de compuestos nitrogenados, y de fluorures 
(Holopainen & Kârenlampi 1985).
En resumen, a la luz de la literatura cientffica previa, la MET aparece como una 
técnca adecuada para la detecciôn de sfntomas tempranos y especfficos causados por 
la exposiciôn a contaminantes atmosféricos. Sin embargo, la complejidad del 
procssamiento de las muestras reduce su aplicaciôn a la caracterizaciôn de efectos en 
prosoecciones de territories supuestamente expuestos a atmôsferas contaminandas, 
una /ez que estos han sido detectados mediante ténicas rutinarias de anâlisis de un 
elevado numéro de muestras.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
2. Justificaciôn de! estudio
La sensibilidad diferencial de los liquenes a la exposiciôn al SOg, y como 
consecuencia de ella, su uso como bioindicadores, es un fenômeno ampliamente 
tratado en la proiffica literatura cientffica previa. Sin embargo, dado que la respuesta 
del bioindicador es consecuencia de la interacciôn de un elevado numéro de agentes 
causales, no parece adecuado extrapolar modelos elaborados para otras regiones con 
diferentes condiciones climéticas, en las que el ritmo vital de los organismos 
analizados responde a diferentes pautas, y donde las masas de aire contaminado 
difieren en su composiciôn asf como en su posterior evoluciôn.
Por otra parte, son escasas las investigaciones que aunan el estudio de campo, 
en el cual el bioindicador esté sometido a una compleja red de interacciones, con la 
experimentaciôn en condiciones seminaturales, gracias a la cual se pueden contraster 
hipôtesis concretes sobre la sensibilidad a un determinado contaminante o a una 
mezcla de ellos, bajo condiciones ambientales que tienden a aproximarse a las 
naturales.
Por todo ello, parece interesante abordar desde esta doble vertiente - anâlisis 
de la sintomatologfa en el campo y experimentaciôn en câmaras - el estudio de una 
problemâtica concrete en el marco de la Regiôn Mediterrânea.
El interés de analizar un territorio concreto potencialmente expuesto a 
contaminaciôn atmosférica, conduce a considérer como ârea a estudiar, la Comarca 
del Bajo Maestrazgo y los Puertos de Morella, territorio en el cual se han desarrollado 
sucesivas evaluaciones de la calidad del aire, basadas en el uso de Ifquenes como 
bioindicadores.
En el verano de 1979, el equipo de la Dra. Ana Crespo de la Câtedra de 
Botânica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, realizô
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un estudio preliminar con objeto de cartografiar distintas âreas de isocontaminaciôn 
atmosférica en las inmediaciones de Andorra (Teruel), utilizando Ifquenes como 
monitores. Como variable de respuesta se empleô el Indice de Pureza Atmosférica, IPA 
(Leblanc & De Sloover 1970). En 1984, se ampifa el érea estudiada a la Comarca del 
Bajo Maestrazgo. En esta ocasiôn, se calculé el fndice cuantitativo IPA y se realizô un 
estudio comparativo del espectro de absorbciôn de extractos clorofflicos. Tras este 
estudio (1984 -1986), no se detectaron perturbaciones de la flora, ni de la vegetaciôn 
liquénica en el territorio. De hecho, especies liquénicas supuestamente sensibles al 
SOg, como Anaothvchia ciliaris (L.) Kôrber entre otras, aparecfan representadas de 
forma espontànea, tanto en el piso bioclimâtico mesomediterrâneo como en el piso 
supramediterréneo, por ejemplares bien desarrolladosy frecuentemente fructificados. 
Atendiendo a esta ausencia de dahos en la flora y vegetaciôn liquénica, cabfa inferir 
que los niveles de contaminantes atmosféricos en el ârea de estudio no debieron 
superar el umbral por encima del cual se ven modificadas las comunidades liquénicas 
por desapariciôn de sus elementos mâs sensibles. No obstante, bajas concentraciones 
de estos contaminantes podrfan estar reduciendo el rendimiento metabôlico de los 
Ifquenes.
El estudio de esa sintomatôlogfa temprana, tanto en el âmbito de los 
ecosistemas naturales presuntamente expuestos al SOg, como bajo condiciones 
seminaturales de experimentaciôn, planteô las cuestiones, cuyos anâlisis constituyeron 
los objetivos concretos de la présente memoria doctoral.
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OBJETIVOS
3. Objetivos
I. Caracterizaciôn de ia respuesta ai SO2  de distintas especies liquénicas 
representadas en ia Comarca de! Bajo Maestrazgo y en ios Puertos de Morella.
La desapariciôn de cualquiera de los elementos del ecosistema debe pasar por 
etapas previas, tempranas, caracterizadas por modificaciones del metabolismo 
liquénico a distintos niveles y en diferente grado segün la sensibilidad del organisme 
considerado a los cambios ambientales que se estén produciendo. Teniendo présente 
este hecho y considerando que la totalidad de los anteriores estudios se han centrado 
en el anâlisis de cambios en la flora o vegetaciôn liquénica, cabe replantearse la 
sensibilidad de algunas de las especies liquénicas representadas en el ârea 
prospectada, frente al contaminante mâs caracterfstico originado en procesos de 
combustiôn de carburantes fôsiles, el SOg.
I.i. Caracterizaciôn de ia respuesta a ia exposiciôn a 3 0 2  a distintos niveles de 
anâlisis.
El estudio de la sintomatologfa inducida por la exposiciôn a SOg incluye el 
conocimiento de la respuesta del liquen a distintos niveles de anâlisis, no sôlo por 
ofrecer informaciôn sobre distintas facetas complementarias, sino también para valorar 
qué variables son las primeras en acusar perturbaciones atribuibles al efecto del 
contaminante y en qué medida los sfntomas observados son especfficos del mismo. 
Por ello, se plantea la evaluaciôn de las siguientes variables de respuesta tras la 
exposiciôn a este contaminante en câmaras de fumigaciôn, donde las condiciones de 
experimentaciôn son conocidas:
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1. Variaciôn en el contenido en clorofilas totales y degradaciôn de la clorofila 
a a feofitina a.
Para el desarrollo de este punto debe cumplirse como objetivo previo, la 
optimizaciôn del método de extracciôn de clorofila a y b en dimetil sulfôxido (DMSO) 
y el ajuste de nuevas ecuaciones para su determinaciôn.
2. Cambios en la fluorescencia temprana de las clorofilas in vivo.
Dado que las técnicas de medida de fluorescencia in vivo se encuentran aun en 
pleno desarrollo, es precise adecuar el método al estudio de los Ifquenes. Antes de 
procéder a la evaluaciôn del efecto atribuible a contaminantes ambientales, deberé 
analizarse la influencia de variables taies como relaciones hfdricas e historia lumfnica 
previa, en la serial de fluorescencia de las especies liquénicas consideradas.
3. Alteraciones de la ultraestructura del fotobionte liquénico.
I.ii. Caracterizaciôn de ia respuesta a distintas dosis de SO2 .
Dado que la respuesta del bioindicador depende no sôlo de la concentraciôn del 
contaminante, sino que ademâs depende del tiempo de exposiciôn al mismo, deben 
estudiarse los efectos ante la variaciôn conjunta de ambos. La relaciôn no lineal entre 
estas variables - concentraciôn y tiempo - define el concepto de dosis. Sin embargo, 
un mismo valor de dosis puede generar diferentes respuestas del organisme expuesto. 
Esto es, la respuesta a altas concentraciones durante breves périodes de tiempo puede 
desencadenar diferentes efectos que la exposiciôn durante périodes prolongados a 
concentraciones moderadas del mismo contaminante. Por tanto, ambos supuestos 
deben ser considerados;
1. Efecto inducido por exposiciones agudas (certes périodes de exposiciôn a 
altas concentraciones de SOg).
2. Efecto inducido por exposiciones crônicas (largos périodes de exposiciôn a
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concentraciones médias y bajas de SOg).
I.iii. Estudio de ia interacciôn entre el SO2  y el NO3  bajo distintas condiciones 
ambientales.
Tras describir la sintomatologfa atribuible al SOg, como ünico agente 
perturbador, el siguiente paso debe ser evaluar en qué medida esa respuesta se 
encuentra modulada por la interacciôn con otros contaminantes con los que el SOg 
coexiste, taies como los ôxidos de nitrôgeno. Estos ôxidos de nitrôgeno, que se 
originan en los mismos procesos que el SOg, representan frecuentemente una fuente 
adicional de nitrato (NO3 ) para la vegetaciôn. Por ello, dentro de la caracterizaciôn de 
la respuesta liquénica al SOg, un objetivo principal es el estudio de la potencial 
interacciôn entre ambos contaminantes. Este objetivo incluye el anâlisis de la 
respuesta liquénica tras fumigaciones controladas bajo distintas condiciones de 
humedad y temperatura, y en distintos periodos del ano.
II. Seguimiento de ia evoiuciôn de Anaotvchia ci Ha ris en ia Comarca de! Bajo 
Maestrazgo y en ios Puertos de Morella.
En segundo lugar, dado que los resultados de laboratorio no son directamente 
extrapolables a la situaciôn observada en los ecosistemas naturales, es precise 
considérer la evoluciôn de los organismos seleccionados como bioindicadores, 
incluidos en su hâbitat. Este objetivo contempla dos planteamientos. Por una parte, 
la descripciôn de la evoluciôn de ejemplares autôctonos de un ârea que pudiera estar 
sometida a la acciôn del SOg; y por otra, el anâlisis de la respuesta de ejemplares 
procedentes de una localidad control, supuestamente no expuesta a concentraciones
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tôxicas de este contaminante, tras ser transpiantados al érea potencialmente afectada. 
Este doble planteamiento conlleva un seguimiento en el tiempo del estado de los 
Ifquenes estudiados.
La labor investigadora a desarrollar in situ, se concrete en el anâlisis de la 
evoluciôn del bioindicador liquénico en su entorno, a lo largo de cuatro anos, en la 
Comarca del Bajo Maestrazgo y los Puertos de Morella. Este seguimiento incluye dos 
objetivos:
1. Anâlisis de la evoluciôn temporal.
2. Anâlisis de la variaciôn espacial.
La informaciôn que se obtenga, fruto de estos anâlisis, permitirâ abordar la 
cartograffa de las zonas de mayor riesgo potencial de dano en el ârea de estudio:
3. Elaboraciôn del mapa de areas de riesgo.
Por ultimo, con los datos de inmisiôn de contaminantes atmosféricos, asf como 
la informaciôn meteorolôgica y topogrâfica disponible, el objetivo final es discernir qué 
causas pueden estar implicadas en la respuesta de los Ifquenes in situ y en qué medida 
la determinan:
4. Anâlisis de selecciôn progresiva de variables y elaboraciôn de un modelo de
respuesta mediante regresiôn multiple.
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MATER/ALES Y METODOS
4. Materiales v métodos
4. /. Selecciôn dei materiai
La selecciôn de las especies liquénicas, tanto para llevar a cabo los 
experimentos de fumigaciones controladas con SOg, como para el seguimiento de su 
evoluciôn en el ârea de estudio, debfa considérer très requisites. En primer lugar, las 
especies seleccionadas deberfan poseer un ârea de distribuciôn que incluyera el 
territorio objeto de estudio. Ademâs, no deberfan presentar problemas taxonômicos 
que dificultasen su reconocimiento en el campo. Deberfa tratarse de Ifquenes de facil 
recolecciôn y tamano suficiente (macrolfquenes) como para que fuera posible la 
recogida de sucesivas muestras en cantidad suficiente como para desarrollar los 
distintos anâlisis. En tercer lugar, atendiendo a la bibliograffa, tendrfan que ser 
especies liquénicas de sensibilidad media, con el fin de obtener una relaciôn ôptima 
entre el période de exposiciôn al contaminante, o contaminantes, y el tiempo de 
respuesta. En otras palabras deberfa ser posible observer una evoluciôn en funciôn del 
tiempo, de una sintomatologfa atribuible al efecto de la exposiciôn al contaminante.
En los primeros modelos desarrollados en Reino Unido, très especies liquénicas, 
Anaotvchia ciliaris (L.) Kôrb, Evernia orunastri (L.) Ach. y Ramalina farinacea (L.) Ach. 
mostraban una sensibilidad intermedia al SOg, si bien las dos ultimas se presentaban 
como especies mâs tolérantes que la primera (Hawksworth & Rose 1970; James 
1982). En la Tabla 1, se especifica, junto a la especie seleccionada para cada una de 
las fumigaciones controladas con SOg, la localidad donde fueron recogidos los 
especfmenes, la fecha en que esta recolecciôn tuvo lugar, asf como el numéro de 
réplicas por tratamiento en cada experimento.
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Tabla 1
Materia! seleccionado para cada una de las experiencias reaiizadas
Experimento Especie Localidad"" Recolecciôn Réplicas
1 A. ciliaris Selas 9*1^8S 3
a A. ciliaris 
E* prunastri 
E. farinacea
Selas 2*1989 6
3 A. ciliaris 
E* prnnastri 
R. farinacea
Selas 2*1989 6
4 R. farinacea S, Rablo 10*1989 10
s R, farinacea S. Ratio 0*1990 10
6. R, farinacea S,.Ratio 6*1990 10
R. farinacea 5. Ratio 11.1990 8
8 R, farinacea S, Ratio 2.1991 5
Los especfmenes procedentes de Selas crecfan sobre la corteza de Quercus faginea Lam. y los 
procedentes de San Pabio de los Montes sobre Quercus ovrenaica Willd.
Por otra parte, para la optimizaciôn del método de extracciôn y determinaciôn 
del contenido en clorofilas en extractos en dimetil sulfôxido (DMSO), se recolectaron 
talos de las especies liquénicas E. orunastri y R. farinacea que crecfan sobre Œ 
ovrenaica en San PabIo de los Montes (30SUJ8378, Toledo), de A. ciliaris. Ramalina 
fraxinea (L.) Ach., R. farinacea y E. orunastri sobre O. faginea en Selas (30TWL7635, 
Guadalajara), de R. farinacea sobre Q. ovrenaica en La Herrerfa (30TVK0293, San 
Lorenzo del Escorial, Madrid), y de Usnea subfloridana
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Stirt. y E. orunastri procedentes de Faous svivatica L., recogidas en EIsdon 
(30TNY9393, Northumberland, Reino Unido).
Para la adecuaciôn del método de medida de la fluorescencia temprana de las 
clorofilas in v ivo, se emplearon ejemplares de las especies liquénicas Platismatia 
alauca (L.) W. Culb. et C. Culb., Hvooavmnia ohvsodes fL.) Nyl., Pseudevernia 
furfuracea (L.) Zopf, R. farinacea. Parmelia saxatilis (L.) Ach. y E. orunastri. recogidos 
en octobre de 1989, en Holystone (30TNY9301, Northumberland, Reino Unido). Estas 
especies fueron seleccionadas con el fin de contraster el método en ejemplares que 
se hubieran desarrollado en muy distintos hâbitats, y por tanto, bajo diferentes 
regfmenes hfdricos, lummicos, etc. Los especfmenes de Platismatia alauca v de H. 
ohvsodes crecfan sobre las cortezas de los ârboles en un bosque mixto de hayas (F. 
svivatica) y robles (Quercus oetraea (Mattuschka) Liebl.); los de R. farinacea y & 
orunastri se recogieron en robles aislados (Q. oetraea): y por ultimo, los especfmenes 
de Parmelia saxatilis y Pseudevernia furfuracea se desarrollaban sobre rocas silfceas, 
en una pared expuesta. Para el estudio del efecto inducido por la exposiciôn a SOg y 
a NO 3, utilizando como variable de respuesta la fluorecencia temprana de clorofilas 
in vivo, se utilizaron talos de R. farinacea (experimento 7, Tabla 1).
Para el seguimiento en el campo, en condiciones naturales, de la evoluciôn de 
talos liquénicos procedentes de una zona control, supuestamente no afectada por la 
exposiciôn a contaminantes, y transpiantados al érea de estudio, presuntamente 
contaminada, se seleccionô la especie liquénica A. ciliaris. Esta especie forma parte 
de la flora autôctona del ârea estudiada, en la que se la reconoce como especie 
comün, desde hace mâs de un siglo (Loscos 1877). De hecho, ha sido encontrada 
creciendo sobre diferentes sustratos, en la Comarca del Bajo Maestrazgo y los Puertos 
de Morella: Pinus svivestris L., Pinus niara Arnold, Junioerus oxvcedrus L., Quercus 
rotundifolia Lam., O. faainea y rocas calcâreas (Manrique et al 1989). Por otro lado.
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considerando que el seguimiento es anual y que se trata de analizar la evoluciôn del 
estado del bioindicador, la sensibilidad de la especie seleccionada no debfa ser tan 
elevada que, a bajas concentraciones del contaminante, la respuesta fuera tan 
drâstica, que impidiera discernir entre éreas con diferentes grados de dano o entre 
periodos de tiempo en que la calidad del aire variera. A. ciliaris fué elegida como 
bioindicador capaz de manifiestar una respuesta medible de forma objetiva, a partir 
de la cual pudiera interpretarse el grado de alteraciôn atribuible al SOg, en una 
estaciôn de muestreo dada, tras un periodo determinado de exposiciôn.
Teniendo en cuenta, que las variables de respuesta a analizar son el contenido 
en clorofilas, asf como el nivel de degradaciôn de la mismas a feofitinas, la especie 
bioindicadora escogida tiene la ventaja de no presentar ni sustancias liquénicas (écidos 
fenol-carboxfiicos), ni antraquinonas (Miguel & Villa 1990; Manrique et al. 1989), que, 
si bien no llegarfan a enamascarar la feofitinizaciôn debida a causas ambientales 
gracias a que existen métodos de extracciôn y evaluaciôn de pigmentes que reducen 
la interferencia de estas sustancias (Brown & Hooker 1977; Silberstein & Galun 1988; 
Barnes et al. 1992), sin embargo, sf alargarfan el procesamiento de las muestras en 
estudios de prospecciôn de àreas en los que se tiende a analizar el mayor numéro de 
estaciones y réplicas posibles.
Los ejemplares recogidos para su transplante superaron en todos los casos los 
500 mg de peso seco al aire, cantidad suficiente, si se considéra que sôlo se 
necesitan 20 mg por talo y campana.
4.2. Caractensticas de! àrea de estudio
El ârea objeto del estudio de campo basado en el seguimiento de la evoluciôn 
de transplantes de A. ciliaris. se asimila a un cuadrado de 75 Km de lado, con 3° de
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declinaciôn Este, cuyos vértices, segün la proyecciôn U.T.M., se localizan al NW en 
30TXL9757, al NE en 31TBF6850, al SW en 30TXK9381 y al SE en 31TBE5875. Al 
Noroeste, se extiende el Desierto de Calanda que se prolonge hacia la depresiôn del 
Ebro; al Noreste, queda el Ifmite provincial entre Teruel y Tarragona, al Suroeste la 
Sierra de Gudar, y al Sureste, el territorio estudiado pénétra en Castellôn incluyendo 
el Bajo Maestrazgo (Mapa 1 y 2). Las cotas altitudinales estén comprendidas entre los 
300 m.s.m. en torno a la estaciôn 16-La Estanca, y superan los 1.400 m.s.m., en los 
airecedores de la estaciôn 14-Villarroya de los Pinares, localizada en las estribaciones 
de la Sierra de Gudar. Toda la zona es de orografia muy compleja, siendo frecuentes 
los barrancos y valles abruptos separados por farallones calizos.
La precipitaciôn media anual disminuye bruscamente desde la costa levantina 
hacia el interior. A la mayor continentalidad, se une el hecho de estar la regiôn 
occidental y septentrional del érea de estudio a sotavento de los vientos hümedos, los 
cuales descargan en la fachada expuesta al Mediterréneo, que corre desde la cara 
oriental de la Sierra de Gudar, hasta el pico Encanadé y la Sierra de Montenegreto. 
Teniendo en cuenta que a esta situaciôn de sombra de Iluvias se suma la baja cota a 
la que se encuentra el Desierto de Calanda, se comprende la extrema diferencia en 
cuanto a régimen de precipitaciones, que sépara a Calanda (Teruel) o Andorra (Teruel) 
de La Cenia (Tarragona) o Castellfort (Castellôn), tal cômo se observa en los 
ombfoclimogramas que se presentan en las Figuras 3 y 4. Para el anâlisis de la 
influencia del nümero de dias de Iluvia y de la precipitaciôn sobre las variables de 
respuesta, en el periodo comprendido entre una campana de recogida de muestras y 
la siguiente, se tomaron los datos procedentes de las estaciones Calanda (Teruel), 
Ababuj (Teruel), Puebla de Benifasar (Castellôn), Morella (Castellôn), y fuera del ârea 
de estudio Navahermosa, en Toledo. Estos datos fueron cedidos por el Institute 
Nacional de Meteorologi'a.
En la regiôn mâs septentrional del ârea de estudio dominan los vientos fuertes
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Mapa 1. Localizaciôn del ârea de estudio y de estaciones control.
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Mapa 2. Localizaciôn de las estaciones de muestreo en el area de estudio (cuadro 
de trazo grueso). La rosa de los vientos indica la frecuencia relativa de las 
procedencias de las masas de aire en Andorra, Teruel (Torre Meteorolôgica de la 
C.T. Teruel, 60 m, ano 1984).
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Figura 3. Ombroclimogramas de estaciones meteorologicas incluidas o proximas al 
ârea de estudio, A la derecha de cada diagrama se expresan la temperatura y la 
precipitaciôn media anual.
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Figura 4. Ombroclimogramas de estaciones meteorologicas incluidas o prôximas al 
érea de estudio. A la derecha de cada diagrama se expresan la temperatura y la 
precipitaciôn media anual.
procedentes del Oeste y del Noroeste, fruto de la canalizaciôn de masas de aire por 
el Valle del Ebro y de la circulaciôn en las estribaciones prepirenaicas. Sin embargo, 
desde la costa, prevalece la dinàmica de brisas marinas. En funciôn de la fuerza de los 
vientos procedentes del interior, asf se establece la résultante de la confrontaciôn de 
ambos sistemas que détermina la direcciôn y velocidad del viento en la regiôn del 
Maestrazgo.
La vegetaciôn potencial de este territorio estarfa constituida por encinares y 
quejigares, dependiendo de la precipitaciôn media anual, desde el bosque seco 
esclerôfilo de Q. rotundifolia. hasta el subhùmedo marcescente de Q. faainea. En el 
encinar, las encinas alternan con enebros (J. oxvcedrus). que en ocasiones forman 
bosquetes puros como consecuencia de la destrucciôn de las primeras. Tanto las 
etapas de degradaciôn del quejigar como del encinar, suelen contar con la presencia 
del piorno azul fErinacea anthvllis Link). Si bien el encinar bien desarrollado es 
fragmentario y en las estaciones estudiadas se halla reducido a bosquetes, en el caso 
de los quejigares, pueden encontrarse bosques en la cercanfas de Herbés y Castell de 
Cabres.
Actualmente, la principal explotaciôn forestal se centra en los pinares de 
repoblaciôn que ocupan buena parte del ârea estudiada. Estos pinares estân 
constituidos fundamentalmente por P. niara. Pinus haleoensis Miller, y P. svivestris. 
En estas repoblaciones es frecuente que los pinos alternen con quejigos, encinas y 
especies subarbustivas autôctonas, por lo que mâs que una sustituciôn de la 
vegetaciôn natural, se trata de una alteraciôn de la misma.
Las estaciones de muestreo no han sido dispuestas de una forma regular o al 
azar en el territorio. Por el contrario, se ha pretendido incrementar su densidad en 
aquellas regiones donde atendiendo a estudios previos, podrfan localizarse zonas de 
mayor riesgo de dano por contaminaciôn atmosférica. Se han seleccionado trece 
localidades comprendidas entre los 650 y los 1.250 m.s.m. En ellas, se escogieron
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como sustratos sobre les que realizar les transplantes: P. svivestris. P. niara. P. 
haieoensis y J. oxvcedrus. Estas estaciones asf como aquellas en las que se 
recogieron ejemplares autôctonos, y las estaciones elegidas como control, se 
relacionan en la Tabla 2.
El numéro de muestras analizadas por estaciôn y campana fue de cuatro. Sin 
embargo, esto no fue siempre posible, ya que durante el desarrollo del seguimiento se 
registraron pérdidas o deterioros en algunos transplantes. También, en algunas 
estaciones, dada la baja frecuencia de ejemplares autôctonos, el numéro de muestras 
recolectadas, pertenecientes a distintos talos que crecian sobre distintos ârboles, fue 
variable. El numéro de muestras analizadas de cada estaciôn en las diferentes 
campanas, se recoge en la Tabla 3.
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Tabla 2 
Estaciones de muestreo
T ip o s n s tra to v m  A l t i t u d
X s e la e AütéCtOAO Q. ta g in a a 30TW&7635 1000
2 8 * jpel?Xo T ra n s p la n ta p y ra n a ica 30SCJ8378 900
3 S* P&&10 T ra n s p la n te  p . p in a s te r 308UJ8378 900
4 F o re e ta l T ra n s p la n ta  F^ n lg ra 30TYJD478097 1X00
F «enteepa lda T ra n s p la n te  P^ h a le p a n s is 31TBF502198 600
e 8on M b e r t  T re n e p la n te  F. h a la p e n s is 31TBF499119 780
7 ç .  cai?ree T ra n s p la n ta  p . n ig ra 31TBF507048 1000
8 Horbés T ra n s p la n ta  F. n lg ra 30TYL509087 1X40
9 c o ra c h e r T ra n s p la n te  P^ n ig ra 31TBF533079 1200
io A g o ila T ra n s p la n ta  F^ n lg ra 31TBF931045 1X50
XI E. c ib o to r re e T ra n s p la n te exyoedrns 30TYK398977 800
12 c a rra o c a lo â T ra n s p la n ta  F. n lg ra 30TY%446899 1080
13 H. V a ll ib e n a T ra n s p la n te  p . s y lv e s t r ls 31TBB464971 1250
14 P im re o T ra n s p la n ta  F. s y lv e s t r is 30TYK0692 1400
19 pefta c o rta d a T ra n s p la n te  P„ h a le p a n s is 30TYB236090 980
^18 La Fatanca T ra n s p la n ta  s o p o rte  de 30TYL369484 300
madera
17 F02 ca la n d a T ra n s p la n ta  s o p o rta  de 30TY&247349 500
laadera
18 T o re  H i r 6 A ntéo tono 0 / r o tu n d l f o l la 30TYL479045 1X75
19 F u e tite ^pa ld a A ntdo tono Q. r o t u n d i f e l ia 31TBF502198 660
20 San A lb e r t  A u tbo tono Q* r o tu n d l f o l la 31TBF499119 780
:31 C* ca b re s A u tdc tono Q* fa g ln a a 31TBF507048 1060
22 Barbée A n tdo tono Q> fa g in e a 30TYL509087 1X40
23 C oraohar A u tdc tono P. s y lv e s t r is - 31TBF533079 1200
C rataegus laonogyna
24 F. c in o to r r a s A n tôo tono Q. r o tu n d i f e l ia 30TYK398977 800
25 P in a re s A u td c to n o T . oxyoedrus 30TYK0692 1400
26 F. c o r ta d a A n tdc tono Q. r o tu n d i f e l ia 30TYL336090 980
27 v a X lib o n a A ü tôc to n o 0 . fa g in e a 31TBE464971 1250
28 C a rra s e a las A u tôc tono G. r o tu n d i f e l ia 30TYK446899 1080
Con el fin de comprobar que los sustratos receptores de los transplantes son 
comparables, se han realizado medidas del pH de las cortezas de acuerdo con métodos 
descritos por otros autores (Jdhnsen & Sdchting 1973; Sidhu & Zakrevsky 1982). En
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cada estaciôn se evaluô el pH de las cortezas de cuatro ejemplares por especie. En 
aquellos puntos en los que se localizaron transplantes, estos se colocaron sobre los 
mismos cuatro ârboles considerados para la medida del pH. Las muestras de corteza 
se tomaron entre 1.5 y 2 m sobre el suelo. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
Las medidas obtenidas de los valores de pH para las cortezas de los diferentes 
forôfitos, estân comprendidas dentro de lo descrito para las mismas especies por otros 
autores (Barkman 1958). Todos estos valores, a excepciôn del pH de la corteza de 
oxvcedrus. pueden calificarse de âcidos (pH comprendido entre 3.3 y 4.5), por lo que 
si las muestras transplantadas se vieran sometidas en algùn momento a la acciôn de 
algün contaminante de tipo âcido, dicha acciôn no se verfa retardada o amortiguada 
por la capacidad neutralizante del sustrato. Precisamente, se ha elegido este tipo de 
forôfitos, con corteza écida, para mantener a los Ifquenes en un estado Ifmite y que 
reflejen asf la mâs mfnima variaciôn.
Para valorar en qué medida el hecho del transplante desde una corteza 
subneutra, como es la de Q. facinea (pH entorno a 5.9), hacia otra mâs âcida, 
repercute en los valores de las variables de respuesta, también se han realizado 
transplantes del mismo liquen, tan to sobre corteza subneutra (Q. ovrenaica Willd.) 
como sobre corteza âcida (Pinus pinaster Aiton), en las estaciones control 2,3-San 
Pabio de los Montes.
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Tabla 3
Numéro de muestras analizadas.
campa&a
Ajunio 88 juXio 89 JuXio 90 Julio 91
1 8el&e 4
' 2 5. PabXo 4 4
3 S, Fablo 0 4 4
4 c. Formatai 4 4
5 Fuenteepalda 4 0 0
6 F. Ban Albert 4 4 4
7 csetell ée cabree 4 g # # # # # # # # 2
8 Herbée 4 4
9 corachar 4 0 # # 0 # ï ^ m # 0 g 4 4
10 Flco <lel Aguila 4 4
XI F, de cinctorraa 4 4 4
X2 Loa carraaoales 4 4
X3 ae vaXlibona 4 4 • 2
14 vlXlarroya 4 4
X5 Peaa Cortada 4 4 4
16 La Fstanoa 0 # # # # 4 4
X7 F0 2 calaoda 4 4
X8 Torro Hirô 4 4
X9 Fuenteapalda 0 0
20 F. San Albert 4 4
31 castell de Cabres 4 4
22 Herbés ##&### 4 4
33 coraohar Q 4 4
24 F. de cinotorres 0 4 4
35 vilXarroya 4 a # # # # # # # # 4 4
26 Peba cortada 4 4 4
37 R, de VaXlibona 0 1 3
28 Loe carrascales 4 # # # # # # # # # # # 4 4
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Tabla 4
Valores de pH de las cortezas de los principales forôfitos
receptores de transplantes
Eëtacién Forôfito pH cortesa*
: 4-casa dsl Forastal Pinus nigra 3,37 0,05
5-Fuaïiteapalda Finns halepensie 4.46 t 0,06
6-Ermita da s. Albert Pinus halepansis 3,71 ± 0.05
7-caetell de cabres Finns nigra 3.45 t 0,04
8-Herbée Pinus nigra 3,53 ± 0*07
9-corachar Finns nigra 3.51 t 0,05
10-Pico del Aguila Pinus nigra 3,43 0.12
IX-EnebraX de Cinctorres Junipems oxyoedrus 4.97 m 0,33
12-LOS carraeoales Pinus nigra 3,68 0.02
13-Repetidor de Valiiboua Finns sylvestris 3.70 t 0,13
14-Villarroya de îoe Pittaree Pinus sylvestris 3,57 ± 0.20
15-Pefta cortada Finns halepensis 3.83 0,19
* Media ± Desviaciôn tfpica de 4 muestras analizadas.
En conclusion, de los resultados que se muestran en la Tabla 4, se deduce que 
todas las especies de confferas escogidas para la realizaciôn de los transplantes son 
muy homogéneas en lo que a pH se refiere.
Los ejemplares autôctonos en la estaciôn 23-Corachar fueron recogidos sobre 
Crataeous monocvna Jacq. en las campanas de Julio de 1990 y 1991, por no 
encontrarse sobre pinos. Segùn estudios previos (Barkman 1958), el pH de la corteza 
de C. monoavna oscila en torno a 3.8, valor comparable al registrado en P. svivestris 
en el présente estudio y por Barkman en 1958 (3.4-3.8 ).
Por otra parte, se han seleccionado très tipos de estaciones control. El primer 
tipo, es aquel en el que no se detectan smtomas atribuibles a la exposiciôn a 
contaminantes atmosféricos. La localidad elegida es 1-Selas, al Este de la provincia 
de Guadalajara, dada la exhuberante y diversa flora liquénica que allf se présenta y
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su distancia a presuntos focos contaminantes de importancia. Esta estaciôn se halla 
a la altura del Km 174 de la Carretera Nacional 211, entre Alcolea del Pinar y Molina 
de Aragôn. Se trata de un quejigar supramediterrâneo sobre sustrato bâsico 
(Ceohalanthero lonoifoliae-Quercetum faoineae). orientado hacia el Sur, en buen 
estado de conservaciôn. En 1 -Selas se realizaron los contrôles periôdicos y a principios 
de Junio de 1988, se recogieron los talos que fueron transplantados al resto de las 
estaciones.
En segundo lugar, se escogiô una localidad de valores de fondo de inmisiôn de 
SOg. En la estaciôn seleccionada, 2,3-San PabIo de los Montes (Toledo), el Institute 
Nacional de Meteorologfa, el Ministerio de Obras Püblicas y Urbanisme, y el Centre 
Nacional de Sanidad Ambiental, vienen realizando un seguimiento, no sôlo de variables 
meteorolôgicas (precipitaciôn, temperature, etc.) sine ademàs de valores de inmisiôn 
de SOg, ozone, ôxidos de nitrôgeno, partfculas y composiciôn en iones disueltos en 
agua de Iluvia. Los valores de inmisiôn de SOg en esta estaciôn, en los périodes en 
que los ejemplares transplantados estuvieron expuestos entre una campana de 
muestreo y la siguiente, se recogen en la Tabla 5. La especie liquénica A. ciliaris se 
haya representada de forma espontânea sobre roble (Q. ovrenaica) si bien es escasa 
en esta localidad.
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Tabla 5
Valores de Inmisiôn de SO2  ipg/m^) en San Pabio de los Montes.
Junio 89/ 
Junio 89
Julie 89/ 
Junio 90
Julio 90/ 
JUlio 91
Mdwlia ± 5.D, 5 , 2  ± 7.9 6.9 È 4,7 3.6 t  4,0
2.5
Perçantil 9* 32,2 21,5 16.5
El tercer grupo de estaciones control viene representado por 16-La Estanca y 
17-Foz Calanda. Se trata de estaciones que coinciden con las de la red automâtica de 
ENDESA de medida en continue de valores de inmisiôn de SO2 (La Estanca y 
Monagrega, respectivamente). Dentro del espacio acotado para estas dos estaciones 
automâticas, se colocaron sendos soportes de madera sobre los que se localizaron los 
dos grupos de cuatro transplantes. Con estas estaciones se pretende analizar la 
evoluciôn de los transplantes en puntos incluidos en el ôrea de estudio, en los que los 
valores de inmisiôn de SOg son conocidos.
4.3. Método de transplante de Ifquenes en câmaras de fumigaciôn y en e! area de 
estudio
Los talos destinados a fumigaciones con SOg en câmaras o a transplantes al 
ârea de estudio, secados al aire, fueron transportados en oscuridad desde las
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localidades de origen, resenadas en la Tabla 1, hasta las instalaciones en las que se 
encontraban las câmaras de experimentaciôn, o hasta las estaciones de muestreo.
En todos los casos el periodo de tiempo transcurrido entre la recolecciôn y el 
transplante en las câmaras de fumigaciôn fue inferior a 24 h, con la excepciôn de los 
experimentos 1 y 7 (Tabla 1). En estos ûltimos, asf como en todas las experiencias 
relacionadas con la optimizaciôn de los métodos de extracciôn, determinaciôn y 
medida de la fluorescencia de las clorofilas, los ejemplares, secados al aire, fueron 
conservados en oscuridad y a 20°C hasta el comienzo del experimento.
En todas las fumigaciones realizadas, los talos liquénicos separados de su 
sustrato, y una vez limpios de restes, se emplazaron con sedal de pesca sobre una red 
plâstica que colgaba del techo de las câmaras o de un soporte metâlico. Siempre se 
evitô el use de materiales susceptibles a la corrosiôn producida por el producto de la 
disoluciôn del SOg gaseoso en el agua.
En lo que respecta al transplante de ejemplares al ârea de estudio para analizar 
su evoluciôn, en junio de 1988, especfmenes procedentes de 1-Selas, fueron 
transplantados a las estaciones que se especifican en la Tabla 2 (Tipo = 
"Transplante"). Los transplantes consistieron en la colocaciôn de cuatro especfmenes 
por estaciôn, pertenecientes a la especie A. ciliaris. sobre corteza de pino, o en su 
ausencia (11-Enebral de Cinctorres) sobre corteza de enebro.
Los transplantes se localizaron a una altura sobre el suelo entre 1,5 y 2 m, en 
cuatro ârboles distintos del lindero del bosque, evitando los bordes de caminos y 
carreteras, o la excesiva cercanfa de campos de cultivo. Los especfmenes se sujetaron 
contra las cortezas mediante un tu! de nylôn clavado con tachuelas, las cuales no 
contactaban en ningùn caso con el talo liquénico.
Justo antes de la colocaciôn de cada transplante, en Junio de 1988, y en los 
meses de Junio-Julio de 1989, 1990 y 1991, se tomô una muestra de cada uno de 
los cuatro ejemplares, transplantados o autôctonos, por estaciôn de muestreo. Estas
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muestras se trasiadaron al laboratorio secadas al aire y en oscuridad, en un periodo 
no superior a 7 dias. Una vez allf, se conservaron a -18°C en oscuridad, hasta su 
anàlisis.
4.4. Fumigaciones controladas con diôxido de azufre. Aparté simuitâneo de nitrato
Se han realizado 8 fumigaciones controladas con SOg tal como se describen en 
la Tabla 6 . Con ellas, el objetivo era analizar la respuesta liquénica en funciôn del 
estado de los pigmentos fotosintéticos del fotobionte liquénico, a un amplio rango de 
concentraciones de SO^ (de 350 a 118 ppb) durante periodos de tiempo de exposiciôn 
que oscilaron entre las 5 horas (experimento 1) y los 73 dfas (experimento 3).
Los ejemplares se sometieron a un periodo previo de aciimataciôn en las 
câmaras de experimentaciôn (Tabla 6 ). Durante este tiempo, las muestras se 
mantuvieron en condiciones similares a las que posteriormente reinarfan durante la 
exposiciôn al contaminante.
Al menos cinco dfas a la semana, desde el comienzo del periodo de 
aciimataciôn, todos los talos eran hidratados hasta goteo (20 ml/talo 
aproximadamente). El suministro de agua a los especfmenes se realizaba mediante una 
pulverizaciôn con agua destilada, sôlo una vez al dfa, a primera hora de la mahana. 
Este aporte restringido de agua ha sido utilizado por otros autores en un intento de 
simular el aporte hfdrico propio de los ambientes en los que se desarrollan estos 
Ifquenes donde, frecuentemente, la ünica fuente de agua Ifquida son la 
criptcprecipitaciones (Blum, Nash & Gebauer 1989).
En fumigaciones crônicas con SOg, se analizô, ademâs del efecto atribuible a 
la exposiciôn a SOg, el efecto del aporte de NO 3, sôlo o en combinaciôn con SOg. Este 
aporte consistiô en una pulverizaciôn de KNO3 (experimentos 2 y 3) o NaN03
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(experimentos 4 al 8 ) disuelto en el suministro diario de agua destilada, en la 
concentraciôn que se especifica en la Tabla 6 . Con objeto de aproximar este 
tratamiento a los niveles de NO 3 observados en ambientes contaminados, siempre se 
ensayô la concentracion de NO 3 de 50 /yeq/l, dado que ésta ha sido registrada como 
concentraciôn media en agua de Iluvia en East Midlands (U.K.) entre 1981-85 (UK 
RGAR 1987). El pH de la soluciôn de NO 3, nunca difiriô significativamente del pH del 
agua destilada, y oscilô entre 5.8 y 6.1.
Tabla 6 . 
Fumigaciones con SO2
Exiger imento 1 2 3 4 6 6 7 8
Co«cent.raciôn de
media (ppb) 360 151 166 122 141 14Ù 118 124
21 69 79 54 13 14 89 42
Aporte de NÔ3
media, . . 5& 50 60 50 50 50 60
Perœanencia de los especlmenes en las câmaras de 
experimentaciôn (dlas)
Acllmatacidn 0 13 13 6 7 7 0 6
Tratamiento 2.25 38 73 14 6 lô 7 14
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Todas las fumigaciones, salvo la experiencia 7, se desarrollaron en condiciones 
semi-naturales, en cuanto que los organismos se hacen crecer en ambiente natural, 
pero se encierran en câmaras que permiten su exposiciôn a aire filtrado o a una mezcla 
con dosis preestablecidas del contaminante considerado (Sânchez Gimeno 1988). 
Estas experiencias tuvieron lugar en el invernadero experimental de la Central Térmica 
de Andorra (Teruel, Espana) de la Empresa Nacional de Electricidad, S.A. (ENDESA). 
En este invernadero, fabricado en vidrio con estructura de aluminio, se utilizaron dos 
câmaras (Fig. 5), una como control (3.2 x 1.3 x 2.3m) y la otra como câmara de 
fumigaciôn (3.7 x 1.2 x 2.3m). Ambas estaban dotadas de un sistema de regulaciôn 
que tendfa a igualar la humedad y la temperatura en el interior del invernadero a las 
exteriores. Con el fin de evitar gradientes de concentraciôn del contaminante, dos 
ventiladores por câmara homogenizaban, en el interior, el flujo del aire procedente del 
exterior. Antes de ingresar en las câmaras, el aire era filtrado a través de carbono 
activo especialmente tratado con el fin de maximizar su capacidad de retenciôn de SOg 
(Filtres llbruck S.A.).
El SOg, diluido al 10% en nitrôgeno, se dirigfa hacia dos vfas alternativas en las 
que se encontraban dos reguladores de flujo, uno fijado en el umbral de 
concentraciones mâximas de contaminante y otro en el de mmimas. Un regulador de 
gas estaba encargado de contrôler la aperture de una electrovâlvula que dirigfa el gas 
hacia alguno de los reguladores de flujo mencionados, en funciôn de los valores de 
concentraciôn de SOg en la câmara de fumigaciôn medido en continue por un 
analizador Thermoelectron 43 A UV-fluorescencia. Los niveles de SOg en ambas 
câmaras fueron registrados en continue. El gas procedente de los reguladores de flujo 
era diluido posteriormente con aire procedente de! exterior filtrado a través de carbono 
activo. Los valores medios y su desviaciôn tfpica se calcularon a partir de los dates 
registrados cada dos horas.
Las condiciones de temperatura y humedad relativa del aire se registraron en
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Figura 5. Diagrama esquemâtico del sistema de fumigaciôn con SOg de! invernadero 
experimental de la Central Térmica "Teruel" de ENDESA. 1, câmara de control; 2, 
cémara de fumigaciôn con SO2; 3, bomba de aspiraciôn para el arrastre de la 
muestra de aire; 4, programador para la dosificaciôn del SOg; 5, senal del 
programador para la dosificaciôn del gas; 6 , senal de corte del aporte del gas; 7 , 
rotâmetros de carga y mantenimiento; 8 , ventilador para el arrastre de gas a las 
câmaras; 9, botella de SOg al 10% en nitrôgeno; 10, espacio termostatizado a 
25°C; 11, calibrador del analizador de SOg: 12, registrador; 13, analizador de SOj.
contmuo mediante la colocaciôn de un termohigrôgrafo en cada una de las câmaras 
(control y fumigaciôn), y uno mâs en el exterior. Si bien la humedad relativa del aire 
en el interior de las câmaras fué siempre superior a la exterior, las diferencias de 
temperatura observadas entre el interior y el exterior del invernadero dependieron de 
la estaciôn del ano y de la hora del dfa. Las mayores diferencias térmicas se 
produjeron a las horas de mayor insolaciôn, es decir, a la hora en que se alcanzan las 
temperaturas mâximas del dfa, y especialmente en verano e invierno. Esta diferencia 
puede llegar a ser de hasta un 10% por encima de la temperatura alcanzada en el 
exterior (Abad et al. 1987). La evoluciôn de ambas variables durante la fumigaciôn 
aguda de A. ciliaris con SOg (experimento 1 ), se représenta en la Figura 6 . Los valores 
medios de humedad relativa y temperatura durante las sucesivas fumigaciones se 
detallan en un capftulo posterior (5 .2 .1.2. Efecto inducido por exposiciones 
crônicas ai diôxido de azufre).
El experimento numéro 7 se realizô en las instalaciones del Department of 
Agricultural and Environmental Science de la Universidad de Newcastle upon Tyne 
(Reino Unido) ya descritas por otros autores (Renner 1989). En ellas, se utilizaron 
cuatro câmaras (dos câmaras control mas dos câmaras de fumigaciôn con SOg). Las 
condiciones ambientales en estas câmaras eran controladas y se fijaron en un 
fotoperiodo luz:oscuridad de 10:14 h, a una intensidad de luz PAR que variaba entre 
350 y 400 //mol fotones/m^ s, a 13°C y 100% de humedad relativa.
4.5. Variables de respuesta
La respuesta liquénica al SOg, tanto en estudios en el campo como en câmaras 
de fumigaciôn, siempre se evaluô mediante el anàlisis del estado de los pigmentos 
clorofflicos, esto es, mediante la valoraciôn del contenido en clorofilas totales (a-fb)
55
y la estimaciôn de la proporciôn clorofila a/feofitina a (PQa).
Sin embargo, al mismo tiempo, se ensayaron otras variables, de respuesta mâs 
râpida, como son la fluorescencia temprana de clorofilas in vivo, y el anàlisis de la 
ultraestructura celular del fotobionte liquénico.
4 . 6 . Extracciôn y determinaciôn de pigmentos ciorofiiicos en dimetii suifôxido
Tal como se ha expuesto en el capftulo 3. Objetivos, para medir con precisiôn 
las variaciones en el contenido en clorofilas a y b atribuibles a la exposiciôn a 
contaminantes, fué necesario optimizar el método de extracciôn y el ajuste de nuevas 
ecuaciones para la determinaciôn de estos pigmentos en dimetii suifôxido (DMSO).
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Figura 6 . Humedad relativa y temperatura del aire en el interior y en el exterior del 
invernadero experimental, durante la fumigaciôn aguda con SOg, de talos de 
Anaptychia ciliaris.
Tabla 7 
Variables de respuesta
lïxperiîttento ^ariablô <5e respuesta analleada
Contenido en clorofilas afb y PQa
Contenido en clorofilas a^b^ PQa 
y Pltraestructura celular
Contenido en clorofilas a4b y PQa
Contenido en clorofilas atb, PQa 
y Ultraestructura celular
Contenido en clorofilas a+b y PQa
Contenido en clorofilas a^ -b^  PQa 
y Ultraestructura celular
Contenido en clorofilas a+b, PQa 
y Fluorescencia de clorofilas
Contenido en clorofilas a-^ b^  PQa 
y Ultraestructura celular
En primer lugar, es preciso hacer notar que aunque la toxicidad del DMSO es 
relativamente baja, sin embargo, se absorbe a través de la piel, por lo que debe 
manejarse en todo momento con las medidas de seguridad adecuadas. Igualmente, 
para su manipulaciôn, debe tenerse présente que su punto de congelaciôn se 
encuentra a 18°C. Una descripciôn mâs detallada de la qufmica y de la toxicologfa del
57
DMSO puede encontrarse en Jacob et al. (1971).
Todos los reactivos utllizados para la optimizaciôn del método de extracciôn y 
determinaciôn de clorofilas, fueron de grado Analar. Los carbonatos empleados fueron 
anhidro (MgCOg (Probus 127310) y CaCO^ (Merck 2066)). Las soluciones saturadas 
fueron filtradas antes de ser usadas. La acetona tamponada utilizada consistiô en 
acetona ai 80% en agua, que contenta 2.5 mM de tampôn fosfato pH 7.8, filtrada 
a través de papel Whatman N° 3 impregnado con carbonato magnésico.
Para la determinaciôn de los coeficientes especfficos de absorciôn de las 
clorofilas a y b, tanto en DMSO (BDH) como en acetona (BDH) al 80% y tamponada, 
se emplearon soluciones de concentraciones conocidas de clorofilas a (Sigma C-5753) 
y b (Sigma C-5878) puras procedentes de espinaca, previamente diluidas en etanol 
al 95% (1 mg/ 500 p\). El espectro de absorciôn (350-750 nm) de las soluciones 
recién preparadas, se registrô mediante un espectrofotômetro uv-visible, UVIKON 
modelo 930, de doble haz (precisiôn en la longitud de onda = 0.1 nm), utilizando 
cubetas de cuarzo de 1 cm de paso. Este espectrofotômetro permite la correcciôn 
automâtica de la Ifnea de base, la programaciôn de rutinas y la salida por impresora 
o disco de las iecturas de absorbancia a las longitudas de onda programadas. Para la 
localizaciôn de los mâximos de absorciôn de las clorofilas a y b en la regiôn del rojo 
de la banda visible, se utilizaron ocho réplicas de cada soluciôn de clorofila. Todas las 
manipulaciones se realizaron en oscuridad con la ünica iluminaciôn ténue de la luz 
verde de seguridad, y con acetona a 4°C.
Para determinar con precisiôn los coeficientes especfficos de absorciôn, se 
midiô la densidad ôptica en el mâximo de absorciôn de ambas clorofilas a y b, en 
duplicados de cinco concentraciones diferentes de clorofila a y en cuatro de clorofila 
b, preparadas en acetona tamponada al 80% en agua y DMSO. Estas concentraciones 
se eligieron de tal forma que los valores extremes de absorbancia se encontraran 
comprendidos entre 0.15 y 0.8 para una cubeta de espetrofotômetro de 1 cm de paso
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de luz. Los coeficientes especfficos de absorciôn fueron calculados mediante la 
pendiente de la recta ajustada entre la absorbancia y la concentraciôn de clorofila. A 
partir de estos coeficientes se desarrollaron las ecuaciones para la determinaciôn de 
las concentraciones individuales de clorofila a, clorofila b y totales (a 4-b), tal como se 
describe en el capftulo 5 .1.1. Optimizaciôn de! método de extracciôn de clorofila a y 
b en dimetii suifôxido (DMSOI y ajuste de nuevas ecuaciones para su cuantificaciôn.
Dado que el contenido en sustancias liquénicas de los talos interfiere con la 
correcta extracciôn y determinaciôn de clorofilas, estos âcidos fenol-carboxfiicos 
présentes en las especies analizadas, se extrajeron e identificaron segûn Culberson & 
Kristinsson (1970) y Culberson (1972). Para las técnicas de cromatograffa en capa 
delgada (TLC), se utilizaron plaças Merck Silica Gel F254. La contribuciôn de las 
sustancias liquénicas al peso seco al aire en cada especie fue calculada a partir de la 
diferencia en el peso de los especfmenes, antes y después de seis lavados de 1 minute 
con acetona al 100%.
Para el estudio de la eficiencia de diferentes tratamientos a la hora de reducir 
la feofitinizaciôn de las clorofilas en extractos de talos pertenecientes a especies que 
contienen sustancias liquénicas, se seleccionaron especfmenes de E. orunastri y 
farinacea procedentes de San Pabio de los Montes. A partir de 20 mg de peso de talo 
seco al aire, se extrajeron las clorofilas mediante: (i) DMSO puro; (ii) lavados de las 
muestras con acetona al 100%, seguido de la extracciôn con DMSO puro; (iii) 
lavados con acetona al 100% saturada en MgCO^, seguidos de extracciôn en DMSO 
saturado en MgCO^; (iv) lavados con acetona al 100% saturada en CaCO^ y 
extracciôn con DMSO saturado en CaCOg; (v) lavados con acetona al 100% saturada 
en CaCOg y extracciôn con 2.5 mg/ml de polivinil pirrolidona (PVPj: Sigma P-6755) en 
DMSO. Los lavados con acetona consistfan en 6 inmersiones, de 1 minuto de duraciôn 
cada una, en 3 ml del medio de lavado. Las clorofilas fueron extraidas de los talos 
utilizando 5 ml de DMSO con el aditivo correspondiente. Los tubos fueron incubados
59
durante 40 minutes a 65°C en oscuridad, agiténdolos a intervales regulares. 
Posteriormente, se dejaba que los extractos alcanzaran la temperatura ambiente antes 
de diluirlos en la proporciôn 1:1 con DMSO. La turbidez de los extractos fue 
comprobada por la dispersiôn de la luz a 750 nm. En el caso de que a esta longitud 
de onda, un extracto presentara una densidad ôptica (D.O.) superior a 0.01, éste era 
pasado a través de un filtro de fibra de vidrio GFC, reduciéndose asf su turbidez. La 
absorbancia de los extractos se midiô a 750, 665, 648, 435, y 415 nm, en cubetas 
de cuarzo de 1 cm de paso, calibrados contra un blanco que contenta DMSO mas el 
correspondiente aditivo en su caso. Las concentraciones de clorofila a y b en los 
extractos fueron calculadas utilizando las ecuaciones basadas en los coeficientes 
especfficos de absorciôn de ambas clorofilas estimados con este fin (véase Tabla 8 en 
el capftulo 5.1.1. Optimizaciôn de! método de extracciôn de clorofila a y b e n  dimetH 
suifôxido (DMSO) y ajuste de nuevas ecuaciones para su cuantificaciôn). La 
feofitinizaciôn de las clorofilas en los extractos elaborados con los diferentes 
tratamientos fué estimada mediante el càlculo del coeficiente de feofitinizaciôn (véase 
mâs abajo). Para cada tratamiento se realizaron cinco réplicas procediendo cada réplica 
de un talo distinto.
La influencia de la temperatura durante la maceraciôn para la extracciôn de 
ambas clorofilas, se valorô en talos de R. farinacea procedentes de San Lorenzo del 
Escorial (Madrid). Para ello, 4 réplicas de 20 mg de peso seco al aire por cada 
tratamiento fueron lavados con acetona saturada con CaCOg y extraidos sus 
pigmentos con DMSO saturado en CaCOg, a distintas temperaturas, entre los 20° y 
los 70°C. Para minimizar la variabilidad dentro de cada tratamiento, todas las 
muestras se tomaron de un sôlo talo de gran tamano.
Con el fin de comparer los resultados obtenidos mediante DMSO trente a 
acetona al 80%, los pigmentos de talos de diferentes especies y procedencias (véase 
Tabla 12 en el capftulo 5.1.1.) fueron macerados o bien en DMSO en presencia de 2.5
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mg/ml PVPj a 65°C, tras los lavados con acetona saturada en CaCOg; o bien en 
acetona al 80% tamponada, segûn dos métodos de extracciôn diferentes. El primero 
de ellos es el método tradicional de extracciôn en acetona al 80% descrito por Arnon 
(1949); segûn el cual, el material se homogeneizaba en um mortero con 5 ml de 
acetona al 80%, tamponada, con la ayuda de una pequena cantidad de arena fina 
lavada con âcido. Posteriormente, el extracto résultante se llevaba hasta 10 ml con 
la misma acetona al 80% tamponada. Los extractos se centrifugaban entonces a 
5000 xg durante 5 minutes, y se medfa la absorbancia del sobrenadante a 663 y 646 
nm contra un blanco de acetona al 80% tamponada. Los pigmentos del sedimento 
résultante de la centrifugaciôn se volvieron a extraer con DMSO, de la forma descrita 
anteriormente. El segundo de los métodos de extracciôn de clorofilas con acetona al 
80% se basaba en el descrito por Sancho & Kappen (1989) y Kappen et al. (1990). 
Las muestras eran sumergidas en nitrôgeno Ifquido y homogeneizadas en el mortero 
con arena fina lavada con âcido. El polvo résultante se resuspendfa en 2 ml de acetona 
al 80% tamponada. Entonces, los extractos eran centrifugadosa 7000 xg durante 5 
minutes. El sedimento se lavô dos veces mâs, con 1 ml de acetona al 80% 
tamponada. Los sobrenadantes de estas fracciones se juntaron y se llevaron 
posteriormente hasta un volumen final de 5 ml, para procéder a la medida de la 
absorbancia a 663 y 646 nm, contra blanco de acetona al 80% tamponada. En estos 
casos, se utilizaron cuatro réplicas por cada especie y tratamiento. Los valores de 
contenido de clorofila a y b, tanto en acetona como en DMSO, se determinaron 
mediante las ecuaciones redeterminadas de la Tabla 8 (capftulo 5.1.1.).
Para evaluar la estabilidad de los extractos pigmentarios en DMSO, se 
extrajeron las clorofilas de especfmenes de E. orunastri y U. subfloridana. ambas 
procedentes de EIsdon (Northumberland), y de R. farinacea. de San Pabio de los 
Montes (Toledo), mediante DMSO saturado en CaCOg o acetona al 80% tamponada 
como se ha descrito anteriormente. Tras la medida de la absorbancia a 648 y 665 nm,
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en el caso del DMSO, o a 645 y a 663 nm, en el caso de los extractos acetônicos, 
ademâs de a 415 y a 435 nm, las muestras se devolvieron a su correspondiente tubo 
y se almacenaron en el frigorffico a 4°C en oscuridad. Tras 6 dfas, todos extractos se 
sacaron de la nevera, los extractos en DMSO fueron descongelados, y se midieron 
de nuevo, a las correspondientes longitudes de onda. En todos los casos, se 
determinaron las concentraciones de clorofila a y b, tal como ya se ha descrito, y el 
valor del PQa, como indicador de la degradaciôn de la clorofila a. El interés de medir 
selectivamente la feofitinizaciôn de la clorofila a radica en que es mâs sensible a la 
acidificaciôn que la clorofila b (Brown & Hooker 1977; Lichtenthaler 1987a). Este 
Indice de Feofitinizaciôn de la clorofila a, (Phaeophytinization Quotient of chlorophyll 
a; POa), se calculô como el cociente entre las absorbancias a 435 nm y a 415 nm, 
mâximos de la clorofila a y de la feofitina a en la regiôn del azul, respectivamente. 
Cada tratamiento contô con 4 réplicas por especie.
4.7. Anàlisis de ia fluorescencia temprana de las clorofilas In vivo
Antes del comienzo de los ensayos, los talos dedicados a la adecuaciôn del 
método de medida de la fluorescencia de clorofilas en Ifquenes, se mantuvieron 
durante dos dfas, en câmaras de crecimiento a 20 ± 2°C, 80 ±  5 % HR y una 
velocidad del viento de 1 m/s, hidratados mediante pulverizaciôn con agua de calidad 
"Nanopure" una vez al dfa tras el comienzo del periodo lumfnico en las câmaras. La 
iluminaciôn se realizô con lâmparas de halogenuros metâlicos reguladas para 
proporcionar un ciclo de 14 h de luz y 10 h de oscuridad, con una densidad de flujo 
fotônico de 5 //mol de fotones/m^-s.
Justo antes de cada medida, los talos se hidrataron hasta alcanzar su mâximo 
contenido hfdrico mediante pulverizaciôn con agua "Nanopure". Para llevar el control
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del contenido en agua, los ejemplares se pesaron antes y después de cada medida de 
fluorescencia, con el fin de asegurar que las medidas no estuvieran influenciadas por 
la sequedad del talo.
El efecto de las diferencias en el contenido hfdrico de las especies consideradas, 
se analizô en cuatro talos por especie, que se mantuvieron en las mismas condiciones 
anteriormente resenadas. Estos talos eran sometidos a pulverizaciones con agua 
"Nanopure" y sacudidos posteriormente sobre un papel de filtro, hasta que se 
alcanzaba un peso constante. El contenido hfdrico se expresô en mg de agua/mg de 
talo secado al aire (Green & Snelgar 1982). Para caracterizar cada una de las especies 
se tuvieron en cuenta très parémetros: contenido hfdrico mâximo alcanzado, ta sa de 
perdida de agua (entendida como la pendiente de la porciôn lineal de la curva de 
desecaciôn), y duraciôn del estado hidratado (entendido como el tiempo transcurrido 
desde el nivel de mâximo contenido hfdrico hasta alcanzar el peso seco al aire). 
Durante todo el tiempo de duraciôn del experimento, se mantuvieron especfmenes 
control bajo las mismas condiciones ambientales, pero iluminados con 40-60 //mol de 
fotones/m^-s, con el fin de evaluar el efecto de los sucesivos ciclos de hidrataciôn- 
deshidrataciôn.
Por otra parte, con el fin de analizar el efecto de distintos tratamientos 
lumfnicos sobre la fluorescencia de las clorofilas, los talos fueron mantenidos en las 
mismas câmaras, bajo las mismas condiciones ambientales, pero iluminados con 300 
//mol fotones/m^ s durante 3 dias, y, posteriormente, con 1000 //mol/m^ s durante 
3 dias mâs. Finalmente, se favoreciô la recuperaciôn de las muestras al mantenerlas 
un periodo de 10 h en oscuridad, seguido de 5 h a 20 //mol/m^ s. Los talos durante 
estos tratamientos eran hidratados una vez al dfa y rehidratados justo antes de la 
medida de la fluorescencia al final de cada tratamiento.
Las medidas de los parâmetros que describen la cinética de la fluorescencia 
temprana (< 0 .5  s) de la clorofilas in vivo, se realizaron a temperatura ambiente
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mediante un fluorômetro portétil (Plant Stress Meter, BioMonitor AB S.C.I., Sweden), 
tal y como ha sido descrito por otros autores (Ôquist and Wass, 1988), tanto en 
aquellas experiencias encaminadas a la adecuaciôn de método como en aquellas otras 
dirigidas a la evaluaciôn de la respuesta a contaminantes. Este instrumente consiste 
en un sistema de fibra ôptica que transmite un puiso de luz actfnica contra la 
superficie del liquen y recoge la senal de fluorescencia, predominantemente 
procedente del fotosistema II (PSII) del fotobionte liquénico, que es cuantificada 
mediante un fotodetector.
Para realizar las medidas, los Ifquenes fueron adaptados a oscuridad durante un 
periodo de 15 minutes, periodo suficientemente prolongado como para asegurar que 
el primer aceptor de la cadena de transporte electrônico (Q^) se encuentra 
completamente oxidado, y al mismo tiempo suficientemente breve como para evitar 
la desecaciôn excesiva del liquen (véase la Fig. 8 del capftulo 5.2.2.). Tras este 
periodo, los talos fueron iluminados con 200 //mol fotones/m^ s (Nivel 3). Esta 
intensidad del puIso de luz fue elegida dado que era lo suficientemente elevada como 
para permitir un valor constante de la variable F^ /Fp en muestras no tratadas y 
homogéneas (véase el capftulo 5.2.2. Cambios en ia fluorescencia temprana de las 
cloroiilas in vivo. Fig. 10).
En el proceso de adecuaciôn del método, se han realizado 2 medidas por cada 
uno ce los 4 talos de las especies estudiadas, esto es, 8 medidas por especie y 
tratamiento lumfnico. Para la evaluaciôn de! efecto de los contaminantes, se analizaron 
8 talos distintos por cada tratamiento.
En cuanto a la terminologfa, se ha seguido la utilizada por Papageorgiou (1975): 
F„, nivel de fluorescencia inicial; Fp, nivel mâximo de la fluorescencia temprana; F^ , 
producciôn de fluorescescencia variable o inducida (Fp-F )^; y F /^Fp, definido como el 
cociente entre la fluorescencia variable y la fluorescencia mâxima.
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4.8. Anàlisis de ia ultraestructura del fotobionte iiquénico
También se ha estudiado mediante el anàlisis de las alteraciones inducidas en 
la estructura celular del fotobionte de R. farinacea y de A. ciliaris. el efecto producido 
por la exposiciôn a SOg y a NO 3, solos y en combinaciôn. Estas perturbaciones se 
observaron en secciones ultrafinas de très talos diferentes por cada tratamiento.
Tras la recolecciôn de los especfmenes en el campo, se tomaron muestras de 
los talos que fueron procesadas para microscopfa electrônica de transmisiôn, en un 
periodo inferior a 24 h, con el fin de caracterizar el estado ultraestructura! previo al 
ingreso de los ejemplares en las câmaras de experimentaciôn. Al comienzo y al final 
de las fumigaciones, se obtuvieron très pequehas porciones por talo, siempre 
obtenidas a 5-6 mm del âpice de la lacinia. Estas muestras se fijaron in situ en 
glutaraldehido al 3.25% en tampôn fosfato 0.05 M de pH 7.1, y se transportaron al 
laboratorio aprovechando un periodo de lavado de 20 h en tampôn fosfato. 
Posteriormente, fueron post-fijadas, deshidratadas, e incluidas en résina Spurr, tal 
como ha sido descrito previamente por Ascaso, Brown & Rapsch (1988). Las 
secciones ultrafinas se obtuvieron utilizando un ultramicrotomo Ultracut E de Reichert 
con cuchilla de diamante y se tiheron con citrato de plomo (Reynolds 1963).
4.9. Tratamiento estadfstico de ios dates
El tratamiento estadfstico de los datos se realizô mediante el software 
Statgraphics vs. 2.6 (1987).
Los valores de las variables de respuesta (contenido en clorofilas, PQa, F^Fp, 
etc.) fueron comparados utilizando un Anàlisis de la Varianza (ANOVA) de una via, 
en funciôn de su correspondiente factor de clasificaciôn (tratamiento, estaciôn de
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muestreo, campana, etc). Previamente, se comprobô la normalidad de los datos 
mediante un Test de Kolmogorov-Smirnov, y la homocedasticidad utilizando el Test 
de la C de Cochran. En los casos en los que se detectô heterogeneidad de varianzas, 
se utiizô el anàlisis no paramétrico, de una sola via, por rangos, Kruskal-Wallis.
Las posibles interacciones entre contaminantes se evaluaron mediante ANOVA 
de dos vfas, utilizando como factores de clasificaciôn el aporte de NO 3 y la exposciôn 
al SO2
En caso de que tras un ANOVA, las diferencias fueran significativas (P<0.05), 
las médias se compararon mediante el test de la menor diferencia significativa (LSD).
En el estudio de campo, para cuantificar el decaimiento o alza de la variable de 
respuesta POa a lo largo de los cuatro ahos de seguimiento, se utilizô como criterio, 
la pendiente de la recta de regresiôn calculada por Mmimos Cuadrados, considerando 
como variable dependiente los datos de PQa de cada transplante, y como variable 
independiente las campanas, desde 1988 a 1991. Con objeto de valorar la bondad del 
ajuste en cada estaciôn de muestreo, se empleô el R^ . En aquellos casos en que se 
intentô modelizar la variaciôn observada en la respuesta liquénica en funciôn de las 
combinaciones lineales de variables independientes, tanto en experiencias de campo 
como en câmaras, se procediô a una selecciôn progresiva de variables seguida de un 
ajuste por regresiôn lineal multiple.
4.10. Cartografia y representaciôn tridimensional de funciones
Todos los mapas han sido obtenidos por mapeo automàtico computerizado, para 
evitar la subjetividad en la expresiôn cartogréfica de los resultados. Para ello, se ha 
empleado el software SURFER vs. 4.07 (1989). Este programa se basa en el desarrollo 
de una retfcula, cuyo tamano de malla depende de los valores mâximo y mfnimo de
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los datos introducidos. El método de interpoiaciôn utilizado para construir una retfcula 
continua a partir de puntos irregularmente distribuidos, considéra los valores de la 
variable de respuesta en los diez puntos més prôximos a uno dado. La influencia de 
un punto en otro es inversamente proporcional a la distancia que las sépara.
En cualquier caso debe tenerse en cuenta, que la fiabilidad no es la misma en 
cualquier punto del mapa, depende de la densidad de puntos de muestreo. También 
se utilizô este paquete para las representaciones gréficas tridimensionales de funciones 
mateméticas, procédantes de regresiones multiples, en las que la variable de respuesta 
se enfrentaba a dos variables independientes.
67
RESULTADOS Y D/SCUS/ON
5. Resultados v Discusiôn
5 .1. Revisiôn metodolôgica
La inciusiôn de modificaciones en los métodos utillzados o la aplicaciôn de 
técnicas novedosas al anâlisis de los Ifquenes, ha requerido un estudio profundo de 
puesta a punto de la metodologfa, con el resultado de nuevas propuestas que hacen 
mâs facilmente aplicable y més fiable el uso de estos métodos. Asfmismo, en el caso 
de técnicas desarrolladas para el anélisis de plantas vasculares, fué necesario un 
estudio previo de adecuaciôn de los métodos a organismos tan distintos como los 
liquenes.
5. 7 .1. Optimizaciôn de! método de extracciôn de clorofila a y b e n  dimetU sulfôxido 
(DMSO) y ajuste de nuevas ecuaciones para su cuantîficaciôn
Hasta el momento se han venido utilizando una gran variedad de disolventes 
orgânicos, miscibles con medios acuosos, con el fin de extraer los pigmentos 
clorofilicos de los tejidos vegetales (Lichtenthaler 1987a). Al mismo tiempo, para el 
anélisis cuantitativo espectrofotométrico de las clorofilas en los extractos, se han 
empleado ecuaciones adecuadas basadas en los recientemente actualizados 
coeficientes especfficos de absorciôn de las clorofilas a y b en cada uno de los 
disolventes més comunmente utilizados (Lichtenthaler & Weliburn 1983; Porra, 
Thompson & Kriedemann 1989). Sin embargo, a pesar de que muchos de los medios 
de extracciôn més tradicionales han sido empleados con este fin desde hace casi 
medio siglo, su uso plantea algunos problèmes entre los cuales cabe destacar el hecho
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de que durante el proceso de extracciôn sea preciso homogeneizar el tejido vegetal y 
posteriormente centrifugar el extracto. Por este motivo, se han buscado disolventes 
orgânicos alternativos que permitan la extracciôn y determinaciôn espectrofotométrica 
de las clorofilas a y b sin necesidad de ejecutar las operaciones mencionadas. Uno de 
estos disolventes es el dimetil sulfôxido (DMSO). Se trata de un producto que ha sido 
utilizado con éxito para la extracciôn de clorofilas de Ifquenes (Boonpragob & Nash 
1991; Ronen & Galun 1984), de algas (Burnison 1980; Seeley, Duncan & Vidaver 
1972; Shoaf & Lium 1976) y de tejidos intactos de plantas vasculares (Hiscox & 
Israelstam 1979). Independientemente de las ventajas que représenta el uso del 
DMSO, se han seguido usando frecuentemente las ecuaciones ajustadas por Arnon 
(1949), desarrolladas para extractos en acetona al 90%, en estudios en los que se 
prétendra valorar la concentraciôn de las clorofilas a y b en DMSO. Para ello, se 
basaban en la presunciôn de que el espectro de absorciôn de las clorofilas a y b (entre 
los 600 y los 700 nm) era idéntico en ambos disolventes. Sin embargo, en la 
actualidad se sabe que no es asf; por ejemplo, la posiciôn del méximo de absorciôn de 
la clorofila a en DMSO se encuentra a longitudes de onda mâs largas, pasando de 
encontrarse a 663 nm en extractos acetônicos, a 665 nm en extractos en DMSO. 
También es conocido que las ecuaciones de Arnon, tradicionalmente utilizadas, son 
poco précisas y no deben ser empleadas para la determinaciôn de clorofila a o b, ni 
por tanto, para el câlculo del cociente de clorofilas a/b en extractos vegetales. Por 
todo ello, es preciso desarrollar nuevas ecuaciones especfficas para extractos 
clorofflicos en DMSO.
A la vista de estas consideraciones, en el présente capftulo se replantea el uso 
del DMSO para la extracciôn y posterior determinaciôn espectrofotométrica de las 
clorofilas a y b en Ifquenes. En primer lugar, se calcularén los coeficientes de 
absorciôn especfficos de ambas clorofilas y con ellos se elaborarân nuevas ecuaciones 
para el câlculo de las concentraciones de las clorofilas a, b y a + b. Con objeto de
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valorar la bondad del proceso seguido en el desarrollo de estas nuevas ecuaciones 
para DMSO, se redeterminaràn simultàneamente los coeficientes de absorciôn 
especfficos de las clorofilas en soluciones en acetona al 80%. Con estos coeficientes, 
se elaborarân las correspondientes ecuaciones para acetona al 80% y se compararân 
las estimaciones de las concentraciones de clorofilas a, b, y a + b en este disolvente 
con los valores obtenidos utilizando ecuaciones recientemente reajustadas para 
acetona al 80% (Lichtenthaler & Weliburn 1983; Porra, Thompson & Kriedemann 
1989). En segundo lugar, se analizarâ el efecto de la temperatura en la extracciôn y 
obtenciôn de las clorofilas a y b. En tercer lugar, se contrastarâ la eficiencia de 
distintos tratamientos a la hora de evitar la degradaciôn de clorofilas a feofitinas 
durante el proceso de extracciôn en Ifquenes que contienen âcidos fenôlicos (véase 
el capftulo 1.6. La degradaciôn de clorofila a feofitina como variable indicadora de 
dano inducido por contaminantes âcidos). Por ultimo, se compararân los resultados 
de la extracciôn y determinaciôn de las clorofila a y b en diferentes Ifquenes, asf como 
su estabilidad en los extractos pigmentarios en DMSO.
Determinaciôn de ios coeficientes especfficos de absorciôn de las clorofilas a y b e n  
DMSO y en acetona ai 80%.
La posiciôn de los mâximos de absorciôn de la clorofila b en las regiones del 
rojo y del azul del espectro visible se localizan entre los correspondientes a la clorofila 
a, tanto en DMSO como en acetona al 80%. Sin embargo, los espectros de absorciôn 
de estas clorofilas difieren en ambos disolventes (Fig. 7). El mâximo de absorciôn de 
las clorofilas a y b se desplaza hacia longitudes de onda mayores en DMSO (Fig. 7.; 
Tabla 8 ). Este desplazamiento en el mâximo de absorciôn de la clorofila a en la regiôn 
del rojo (ca. 2nm) es mâs pronunciado que el que expérimenta en la regiôn del azul
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Figura 7. Comparaciôn entre los espectros de absorciôn de clorofila a (A) y clorofila 
b (B) en DMSO y en acetona al 80%.
(ca. 0.7nm). Las longitudes de onda correspondientes a los màximos menores también 
experimentan desplazamientos semejantes.
Con el fin de determiner con precisiôn los coeficientes especfficos de absorciôn, 
se prepararon soluciones de clorofila a y b puras en DMSO y en acetona al 80%. 
Asfmismo, se registraron las absorbancias de ambas clorofilas en la regiôn del rojo. En 
todos los casos se observô una alta correlaciôn lineal significative (R^>0.98; 
P < 0.00001) entre la absorbancia y la concentraciôn de clorofilas. Los coeficientes 
especfficos de absorciôn (Tabla 8 ) fueron calculados utilizando la pendiente del ajuste 
por mfnimos cuadrados entre la absorbancia y la concentraciôn de clorofilas, de 
acuerdo con la Ley de Lambert-Beer: a, coeficiente especffico de absorciôn de la 
clorofila a en su méximo de absorciôn; a', coeficiente especffico de absorciôn de la 
clorofila a en el méximo de absorciôn de la clorofila b; b, coeficiente de absorciôn 
especffico de la clorofila b en su méximo de absorciôn; 6 % coeficiente especffico de 
absorciôn de la clorofila b en el méximo de absorciôn de la clorofila a. Utilizando estos 
coeficientes se ajustaron simulténeamente nuevas ecuaciones para la determinaciôn 
de las concentraciones individuals (//g/ml) de clorofila a, clorofila b y clorofilas totales 
(a + b) en extractos pigmentarios preparados utilizando DMSO y acetona al 80% (Tabla 
8 ).
Para valorar la precisiôn del método empleado, las ecuaciones dadas en la Tabla 
8 para acetona al 80% fueron contrastadas con aquellas otras recientemente 
redeterminadas (Lichtenthaler & Weliburn 1983; Porra, Thompson & Kriedemann 
1989). Entre ambas formulaciones se encontrô una fiel correspondencia, difiriendo el 
valor calculado de clorofila a, b y a/b en menos de un 4%. Esta diferencia es atribuible 
al error experimental de lectura del espectrofotômetro.
En las soluciones en DMSO, se midiô la absorbancia a las longitudes de onda 
correspondientes (665/648 nm) y, aplicando las nuevas ecuaciones (Tabla 8 ), se 
calculé la concentraciôn de la clorofila a, b y el cociente a/b. Para valorar el error
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cometido en la determinaciôn de las clorofilas en extractos en DMSO mediante 
ecuaciones desarrolladas para acetona, los valores obtenidos fueron comparados con 
aquellos procédantes de la aplicaciôn de las ecuaciones para acetona, tras medir las 
absorbancias a 663 y 645 nm en las mismas soluciones, longitudes de onda que se 
corresponden con la localizaciôn de los méximos de absorciôn de clorofilas en acetona 
al 80%.
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Tabla 8
Coeficientes especfficos de absorciôn de la clorofila ay  ben  DMSO y en Acetona al 80%. 
Ecuaciones para la cuantificaciôn de las concentraciones 
de clorofila a^  b y  clorofilas totales.
le c t u r a
i t m )
coeficientes eepecificos 
Clorofila a clorofila h
DMSO 66449+0.1 74.6 15.1
(100% puro) €48.2t0.1 21.6 43,6
Acetona. 663^110.1 84.2 50,1
(80% V/V) 646.210.2 20.3 11.6
Ecuaciones para la determinaciôn cuantitativa de clorofilas ;
DMSO 
(100% puro)
Acetona 
(80% v/v}
q , «  2 5 .4 8 A ^ ^  -  7 .36A ® ^
^ 7^49A"^ + 20.34A^"^
2.93A:t4BÂtca » 12.58?S.e63»l
a> »  21. 3.4* 64«»2 '
Ca*b » 7 .49A 663 .1  + 18.21&"**
5,09A*^’
Las concentraciôn de clorofila se obtiene en g/ml de extracto. Los valores de las longitudes de onda (nm) 
correspondientes a los mâximos de absorciôn en la regiôn del rojo, son la media de ocho replicados ± el 
error tipico.
El USO de las ecuaciones para acetona al 80% en el caso del DMSO, rindiô valores 
muy imprecisos. En caso de usarse las ecuaciones de Lichtenthaler & Weliburn (1983) 
se infravaloraba seriamente el contenido en clorofilas totales (ca. 17%) en las 
soluciones en DMSO, con determinaciones de la concentraciôn de la clorofila b mas 
errôneas (hasta un 45% menos) que en el caso de la clorofila a (ca. 10% menos), lo
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cual résulta en acusadas sobrevaloraciones de la relaciôn clorofila a/b (hata un 25%). 
De forma semejante, aunque en menor medida, las ecuaciones de Arnon 
infraestimaron la cantidad total de clorofila a + b présente en las soluciones en DMSO. 
Ademâs, estas ultimas ecuaciones ni siquiera deben ser utilizadas para el câlculo del 
cociente de clorofilas a/b en extractos de clorofilas en acetona (Lichtenthaler 1987a).
Determinaciôn de! contenido en sustancias liquénicas
Las sustancias liquénicas prédominantes en los Ifquenes analizados se presentàn 
en la Tabla 9. La ùnica especie que no présenté sustancias liquénicas fue Anaotvchia 
ciliaris. Las otras cuatro especies contenfan cantidades significativas de estas 
sustancias, presentando diferencias cuantitativas y cualitativas interespecfficas. Estos 
resultados concuerdan con lo previamente descrito en la literatura (Culberson et al. 
1977; Awasthi 1986). Igualmente, se detectaron diferencias significativas 
intraespecfficas (P < 0.01 ) en el contenido en âcidos fenôlicos entre talos procédantes 
de distintas localidades.
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Tabla 9
Principales sustancias liquénicas (SU présentes en las especies estudiadas.
Especies 3ustancia liquénlca SE(%)/xoomg talc
9. îSfubfloridana {1} Ac. uanaico 
Ao. tamnôlico
14+5
E, prunastri (i,2) Atranorina 
cioratranorina 
Ao. tiâneioo 
Ac, evérnico
X3tl
a+2
(2)
(1)
R. farinacaa (2,3) Ac, usneico (2) '
Ac, protocetràrico 4tl (3)
R, traxlnea (3) Ac, uaneico xtx
A, oiliarla (3) Sin SL
La proporciôn de sustancias liquénicas se expresa como la media ± la desviaciôn tfpica (n = 4). Los 
écidos tamnôlico, evernico y protocetràrico contienen grupos carboxflicos libres.
Localidades de muestreo: (1) EIsdon (Northumberland, Inglaterra); (2) El Robledo (Toledo); (3) Selas 
(Guadalajara).
Eficiencia de distintos tratamientos para minimizar ei efecto de ias sustancias 
liquénicas en extractos clorofilicos
La degradaciôn de las clorofilas es un problema comùn cuando se realizan 
extracciones de pigmentos en Ifquenes que acumulan sustancias liquénicas écidas. 
Consecuentemente, se ha estudiado la eficiencia de distintos tratamientos a la hora 
de prévenir la feofitinizaciôn de extractos en DMSO procédantes de dos especies 
liquénicas de las que se conoce el contenido en sustancias liquénicas. La degradaciôn 
de las clorofilas a feofitinas fue medida mediante el câlculo del PQa (véase el capftulo
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1.6. La degradaciôn de clorofila a feofitina como variable indicadora de dano inducido 
por contaminantes âcidos). Dado que el mâximo de absorciôn de la feofitina a en la 
regiôn del azul en DMSO (413 .2±0 .2  nm S.E., n = 3) es muy prôximo al observado 
en acetona al 80% (412 .3±0 .3  S.E., n = 3), es posible usar el PQa en extractos 
acetônicos.
Tabla 10
Eficiencia de diferentes tratamientos encaminados a minimizar ia 
degradaciôn de las clorofilas en extractos de talos pertenecientes 
a dos especies que contienen sustancias liquénicas.
EvemiA prunamtri^ 
PQa clorofila a+b
Ramalina farinacaa^ 
PQa clorofila a+b
X 1.16a 1.54d 0.99f 1.86j
II 1,13a 1 .55a 1.17g 1.64j
IXX 1.23ab 1.06a 1,23g 2.38k
IV l,25ab 2.13ao l.2lg 2,16k
V 1.30b 2.790 l.#27g 2.05k
Tratamientos:(l) DMSO puro; (II) lavados con acetona 100% y extacciôn en DMSO puro; (III) lavados 
con acetona 100%  saturada en MgCOg seguidos de extracciôn en DMSO saturado en MgCO^; (IV) 
lavados con acetona 100%  saturada en CaCOg seguidos de extracciôn en DMSO saturado en CaCO^; 
(V) lavados con acetona 100% saturada en CaCOg seguidos de extracciôn en DMSO con 2,5 mg/ml 
PVPj. La concentraciôn de clorofila se expresa en //g/mg de peso seco al aire de talo.
Los valores medios, para una misma especie, que presentàn la misma letra no difieren 
significativamente (P < 0.005).
’ Ejemplares recolectados en El Robledo (San Pabio de los Montes, Toledo).
Tras el ANOVA, se concluyô que existian diferencias significativas en cuanto 
al efecto de los distintos tratamientos sobre el contenido en clorofilas totales y el PQa 
en ambas especies. Cuando se extrae con DMSO puro, los lavados con acetona pura, 
previos a la extracciôn, no produjeron ninguna mejora significative en la obtenciôn de
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las clorofilas, en ninguna de las dos especies (Tabla 10). Sin embargo, la adiciôn de 
MgCOa o CaCOg a los lavados de acetona y al DMSO, mejorô la obtenciôn de las 
clorofilas en ambas especies y redujo la degradaciôn de clorofilas a feofitinas, tal 
como pone de manifiesto el incremento en el POa. La mejora en la obtenciôn de las 
clorofilas como consecuencia de la adiciôn de carbonates a los lavados y al medio de 
extracciôn fué estadfsticamente significativa (P < 0.05) en Ramalina farinacea. pero no 
fue asf en Evernia orunastri (en ejemplares procedentes de El Robledo, Toledo). En 
cualquier caso, aunque los procedimientos expuestos reducfan la feofitinizaciôn de las 
clorofilas durante la extracciôn a partir de muestras de Ifquenes que contenfan 
sustancias liquénicas, no se pudo evitar por completo que tuviera lugar, en cierta 
medida, la degradaciôn de las clorofilas debido a la presencia de estas sustancias. 
Prueba de ello, es que, aün tras los repetidos lavados con acetona saturada en 
carbonato, se observô una significativa relaciôn inversa entre el valor de POa y el 
contenido en sustancias liquénicas de talos de ambas especies, tanto en extractos en 
DMSO (R  ^= 0.89, P<0.001) como en extractos acetônicos (R^  = 0.91, P<0.003).
Para minimizar esta degradaciôn de las clorofilas, el tratamiento més eficaz 
resultô ser el que inclufa seis lavados de un minute de las porciones de talo a analizar, 
con acetona al 100% saturada en CaCOg, seguidos de la extracciôn en DMSO en 
presencia de PVPj. La PVP, es un compuesto frecuentemente utilizado en estudios 
bioqufmicos, por su capacidad de captar restes fenôlicos y protones en los extractos. 
Este tratamiento mejorô significativamente (P<0.05) la obtenciôn de las clorofilas en 
comparaciôn con los resultados obtenidos en ambas especies con DMSO puro, con 
o sin banos previos de acetona pura (Tabla 10).
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Influencia de ia temperatura en ia extracciôn y obtenciôn de clorofilas a y b
Talos de Ramalina farinacea procedentes de El Robledo (Toledo), fueron 
incubados a distintas temperaturas comprendidas entre los 20°C y los 70°C en 
DMSO saturado en CaCOg. No se encontraron diferencias significativas entre los 
contenidos en clorofilas obtenidos entre los 40°C y los 70°C (Tabla 11). Sin 
embargo, a temperaturas inferiores a 40°C la extracciôn de las clorofilas de los talos 
fue incomplete, extrayéndose peor la clorofila b, lo cual genera valores 
significativamente superiores de la tasa de clorofilas a/b (P<0.05). El PQa no variô 
significativamente, indicando que no hubo degradaciôn de clorofila a durante el 
periodo de 40 minutes de extraciôn a temperaturas elevadas (Tabla 11). En 
consonancia con estos resultados, cuando soluciones puras de clorofila a y b fueron 
mantenidas a 65°C durante 45 minutes en oscuridad, las pérdidas de ambas clorofilas 
fueron despreciables (<  1 % en clorofila a; <3%  en clorofila b).
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Tabla 11
Efecto de la temperatura durante ia maceraciôn en ia extracciôn 
de ia clorofila a y b en DMSO
("C)
Clorofila a 
(jtfg/mg)
Clorofila b
i m j m )
a/b FQa
20 1.84% 0,420 4,37e 1,32g
30 1,69a 0.400 4.19e 1.32g
40 2,44b 0,63d 3,86f 1,30g
50 2.58b 0.68Ô 3.82f 1.25g
60 2,50b 0,68d 3,70f 1,31g
65 2.25b 0.59d 3.83f 1.28g
70 2,37b 0,64d 3,73f 1,32g
Los valores medios que presentàn la misma letra no difieren significativamente (P < 0 .0 5 ).
Comparaciôn entre ei DMSO y ia acetona ai 80% para ia extracciôn y determinaciôn 
de clorofilas a y b.
Los datos procedentes de la extracciôn de clorofilas totales, clorofila a y 
clorofila b se presentàn en la Tabla 12. La maceraciôn de las muestras a 6 5 °C durante 
45 minutes en DMSO con 2.5 mg/ml PVPj tras los lavados con acetona saturada en 
CaCOg, extrajo eficazmente las clorofilas de los ejemplares de las especies liquénicas 
consideradas. Tras la extracciôn con DMSO, de las muestras ya procesadas, que 
habfan perdido por completo su color verde, no pudo reextraerse cantidad alguna extra 
de clorofila. Por el contrario, siguiendo el método tradicional de extracciôn de clorofilas
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(Arnon 1949), homogeneizando la muestra en acetona y posteriormente centrifgando 
los extractos, la extracciôn era incompleta. Después de la centrifugaciôn, los residues 
sedimentados permanecian aün ligeramente verdes. Cuando estos restes eran 
resuspendidos en DMSO con 2.5 mg/ml PVPj, el contenido en clorofilas rémanente fue 
totalmente extraido. Cabe esperar que el procedimiento tradicional de homogenizado 
del tejido vegetal de plantas vasculares, como paso previo a la extracciôn de las 
clorofilas en acetona, resuite ser menos eficaz en el caso de los Ifquenes, en los que 
el fotobionte se encuentra inmerso en una matriz fungica.
Utilizando el método de extracciôn con DMSO propuesto y las ecuaciones 
reajustadas correspondientes (Tabla 8 ), el incremento en la obtenciôn de las clorofilas 
fue muy significativo (P <0.001 ) y representaba un 40-50% respecte a los resultados 
obtenidos mediante el método tradicional con acetona. La extracciôn con DMSO 
mejorô, en todos los casos, la obtenciôn de clorofila a en mayor medida que la de la 
clorofila b.
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Tabla 12
Comparaciôn entre ia extracciôn de las clorofilas de diferentes 
especies liquénicas en DMSO y en acetona a! 80%
clorcf, a+b 
DMSO Acet.
clorcf. a 
DMSO Acet.
clorcf. b 
DMSO Acet.
POa 
DMSO Acet.
E.prunastri(l) 2.31 1,230 1.87 0,880 0.44 0,35 1.24 1,04b
tî, ôubfXor, (1) 1,58 0.94a 1,33 0.73a 0,25 0.21 1,16 0.71C
R. farinacea <2} 2.34 1,45b 1.73 1,04b 0.61 0,42a 1.30 1,20b
R,farinacea(3) 2,73 1.73c 2,20 1.26b 0,53 0.47 1,23 1.13b
R.fraxinea(4) 1.40 0,82a 1.26 0,65b 0.14 0,17 1.39 1:200
R, farinacea(4) 1,88 0.83b 1,63 0.67b 0,16 0.25 1,34 1.17a
A.ciiiaria<4> 1.15' 1,06 1.00 0,84 0.15 0,22 1.41 1,220
E,prunactri{4) 1,46 0.85b 1,26 0.67b 0,20 0.18 1,16 0.93b
Localidades de muestreo: (1) EIsdon (Northumberland, Inglaterra); (2) La Herrerfa (Madrid); (3) El 
Robledo (Toledo); (4) Selas (Guadalajara).
Las diferencias significativas entre tratamientos se determinaron mediante un test LSD y se expresan: 
a, P < 0 .0 5 ; b, P < 0 .0 1 ; c, P < 0 .00 1 .
Siguiendo un método més reciente de extracciôn de clorofilas en acetona 
(Kappen et al. 1990) con algunas modificaciones, en el que los Ifquenes eran 
homogeneizados en nitrôgeno Ifquido hasta ser reducidos a polvo y posteriormente 
extraidos repetidas veces con acetona saturada en IVIgCO ,^ se consiguiô la extracciôn 
total de las clorofilas de la muestra vegetal. Los restos en los que ya se habfa 
practicado la extracciôn, no permanecfan verdes y no se obtuvieron clorofilas tras 
intentar la reextracciôn en DMSO (Tabla 12). Al valorar las concentraciones de 
clorofila a, b v a + b, aplicando las ecuaciones redeterminadas (Tabla 8 ), no se 
observaron diferencias significativas entre los resultados procedentes de ambos 
disolventes en Anaotvchia ciliaris. Sin embargo, en ejemplares de las especies
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Ramalina farinacea. Ramalina fraxinea y Evernia orunastri. si bien en lo que a clorofila 
b se refiere no se detectaron diferencias significativas entre ambos solventes, la 
extracciôn de la clorofila a mejorô significativamente (P<0.05) cuando se realizô con 
DMSO (Tabla 12), Consecuentemente, los valores estimados de concentraciôn de 
clorofilas totales (a + b) en extractos en DMSO, fueron un 40% més elevados en estas 
très especies liquénicas. El PQa fue significativamente inferior en extractos acetônicos 
que en DMSO, en todas las especies estudiadas (Tabla 12), lo cual indica una mayor 
degradaciôn de clorofila a a feofitina a. Prueba de que las variaciones en el contenido 
en clorofilas son debidas, en gran medida, a esta feofitinizaciôn de la clorofila a, es 
que se encontrô una significativa correlaciôn lineal entre la proporciôn de clorofila a/b 
y PQa, tanto en acetona (r = 0.41, P<0.04) como en DMSO (r = 0.78, P<0.0001). 
Ademés, considerando todas las especies estudiadas y ambos disolventes, se observô 
una relaciôn exponencial altamente significativa entre PQa y la proporciôn a/b 
(r = 0.78, P < 0 .00001).
Estabilidad de los extractos en DMSO
El almacenamiento de los extractos de clorofilas en DMSO a 4°C  en oscuridad 
durante 6 dias, no produjo cambios significativos ni en la concentraciôn en clorofilas 
totales, ni en el PQa, lo cual indica que no hubo degradaciôn de clorofilas durante el 
periodo de almacenamiento (Tabla 13). Por el contrario, sf se detectô un significativo 
descenso (P< 0.001) de la concentraciôn de clorofilas totales en los extractos en 
acetona al 80%, tras ser almacenados durante el mismo periodo de tiempo. Estos 
extractos acetônicos experimentaron un significativo descenso de PQa tan acusado 
(P<0.001) tras 6 dfas de almacenamiento, que debfa interpretarse como la casi 
absoluta degradaciôn de la totalidad de la clorofila a a feofitina a.
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Estudios paralelos con plantas vasculares, concretamente con muestras de 
acfculas de Picea abies (Barnes et al. 1992), han puesto de manifiesto que cuando los 
extractos de pigmentos en DMSO son almacenados a 4°C en oscuridad, se observan 
marcadas diferencias entre aquellos extractos repetidamente congelados y 
descongelados, respecto a aquellos almacenados el mismo intervalo de tiempo, pero 
sôlo descongelados al final de este periodo (Fig. 8 ). En los extractos descongelados 
repetidas veces, despues de ser descongelados por segunda vez en el tercer dfa de 
almacenamiento, el contenido en clorofilas totales descendiô significativamente 
(P<0.05), y continué descendiendo cada vez que eran de nuevo descongelados (Fig. 
8 b). En estos extractos, la tasa a/b se viô reducida dfa a dfa, observândose un efecto 
més acusado en la clorofila a que en la b (Fig. 8a).
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Tabla 13
Estabilidad de las clorofilas en los extractos en DMSO y en acetona a! 80%
• Especies DH80
0 ôiae 6 ôXas
Acetona 
b dXae
80%
6 dias
Clorofila a+b ( m / m )
: E. prttbestri (x) 2.3Xa 2,30a 1 ,2 3 a o .7 0 g
tî, stibfloridena (i) 1 .58b 1 .5 5b 0 .9 4 e 0 .6 0 h
R. Xarinacee (2) 2 .7 3 0 2 ,6 7 0 l , 7 3 f 0 .7 6 )
PQa
E, prunastri (%) l , 2 4 t 1 .2 4 t 1.04% 0 ,6 4 V
V. eubfloriaana (x) 1 .16V X,16W o , 7 iy 0 .4 8 V
B, .farinacea (2) l , 2 3 t 1 .2 3 t 1.132Ï 0 ,6 8 V
Los valores medios que presentàn la misma letra no difieren significativamente (P < 0 .0 5 ). 
Locaidades de muestreo: (1) EIsdon (Northumberland, Inglaterra); (2) El Robledo (Toledo).
Por el contrario, no se observô efecto alguno ni en el contenido en clorofilas 
totaes, ni en la tasa a/b en aquellos extractos descongelados sôlo una vez, tras 7 dfas 
de cimacenamiento (Fig. 8a,b).
5 .1.2. Adecuaciôn de! método de medida de ia fluorescencia temprana in vivo en 
Kquines. Efecto de la irradiaciôn y de! estado de hidrataciôn de! talo.
Tal como se expuso en 1.5. La fluorescencia temprana de clorofilas in vivo, la 
medda de la fluorescencia temprana de las clorofilas ha sido descrita como una
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Figura 8. Estabilidad de extractos de clorofilas en DMSO almacenados a 4°C  en 
oscuridad. El valor de clorofila a + b se expresa como porcentaje del valor medio 
correspondiente al dfa 1.
herramienta adecuada para la evaluaciôn de la actividad fotosintética y de la vitalidad 
de un amplio espectro de vegetales. Las principales ventajas del anélisis de la sehal 
de fluorescencia son: i) se trata de un método no destructivo, ii) los ejemplares pueden 
ser medidos en su hébitat natural siendo mmimamente perturbados, iii) los 
descriptores de la cinética de fluorescencia inducida pueden ser medidos répidamente 
tras un breve periodo de adaptaciôn a oscuridad, iv) estos parémetros ofrecen una 
informaciôn detallada y temprana no sôlo del estado de los pigmentos fotosintéticos, 
sino al mismo tiempo, de la funcionalidad del aparato fotosintético en su conjunto y 
de forma pormenorizada.
En este capftulo se comprobaré la adecuaciôn del método de medida de la 
fluorescencia temprana de clorofilas in vivo. Très motivos justifican dedicar una 
especial atenciôn al efecto producido por la exposiciôn a médias y altas intensidades 
de luz. En primer lugar, el interés de valorar hasta que punto la historia lumfnica previa 
a la toma de las medidas de fluorescencia détermina la respuesta expresada por F/Fp. 
En segundo lugar, comprobar en qué medida los patrones de respuesta observados en 
una especie liquénica son generalizables a los Ifquenes o por el contrario existen 
diferentes estrategias protectoras contra altas irradiancias o diferencias en cuanto a 
su capacidad de reuperaciôn. Por ultimo y en tercer lugar, cuando el objetivo final es 
evaluar la respuesta a la contaminaciôn ambiental, el anélisis del efecto de altas 
intensidades de luz tiene un interés anadido, dado que la exposiciôn a altas densidades 
de flujo fotônico puede sensibilizar a los Ifquenes trente a otros estreses ambientales 
como los producidos por los contaminantes atmosféricos (Nash et al. 1990).
Antes de procéder a evaluar el efecto de la intensidad lumfnica sobre el fotobionte 
liquénico, asf como su dependencia del patrôn hfdrico de diferentes especies, seré 
preciso realizar una serie de contrôles para confirmar que las medidas de fluorescencia 
temprana de clorofilas in vivo, se toman en las condiciones adecuadas.
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Periodo de adaptaciôn a oscuridad
En primer lugar, en ejemplares de Platismatia alauca. se valorô el efecto de la 
duraciôn del periodo de adaptaciôn a oscuridad previo a la toma de las medidas (Fig. 
9). En este sentido, se observô que el cociente F/Fp alcanzaba el valor méximo tras 
20 minutos de adaptaciôn a oscuridad. Sin embargo, a partir de los 15 minutos, las 
variaciones de este cociente ya eran despreciables. Por este motivo, las muestras 
fueron siempre preadaptadas a oscuridad durante un periodo de 15-20 minutos antes 
de procéder a la inducciôn de la cinética de fluorescencia.
Relaciôn entre FJFp y el contenido hîdrico de! talo
Por otra parte, dado que los Ifquenes son organismos poikilohfdricos, su 
contenido hfdrico es altamente dependiente del a porte de agua, asf como de la 
humedad relativa ambiental. Es un fenômeno conocido que las variaciones hfdricas del 
talo conllevan cambios en el albedo y en el color del mismo, posiblemente debidos a 
la variaciôn de la transparencia del cortex superior (Lange 1954; Kershaw 1975; 
Sancho & Kappen 1989; Sancho, Valladares & Ascaso 1992; Büdel 1992). Estas 
variaciones determinan igualmente la sehal de fluorescencia del talo liquénico, hasta 
tal punto, que cuando el ejemplar se encuentra en estado seco al aire, la sehal es nula 
(Jensen & Feige 1991). Esta relaciôn entre FJfp y el contenido hfdrico del talo se 
evaluô en ejemplares de Platismatia alauca e Hvooovmnia ohvsodes. Tal como ya ha 
sido descrito por otros autores (Jensen & Feige 1991), se comprobô que el cociente 
F/Fp no se ve afectado por variaciones en el contenido hfdrico que tengan lugar por 
encima de un umbral. El contenido hfdrico umbral por encima del cual la sehal de 
fluoresencia permanece constante se encontrô en 0.5 mg de agua por mg de peso 
de talo secado al aire (Fig. 10), por lo que se deshechô cualquier medida de
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Figura 9. Relaciôn entre la serial de fluorescencia y el tiempo de adaptaciôn a 
oscuridad previo a la medida, en talos de Hypogymnia physodes. Un periodo de 15 
minutos es suficientemente prolongado como para obtener una fluorescencia 
mâxima y al mismo tiempo suficientemente breve como para evitar que decaiga la 
senal por efecto de la pérdida de agua del talo liquénico.
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Figura 10. Relaciôn entre la senal de fluorescencia, medida como el cociente F /^Fp, 
y el contenido hîdrico del talo, en Hypogymnia physodes (□) y Platismatia giauca 
(A). Obsérvese que por encima de 0.5 mg de agua/mg de peso seco de talo, la 
variable F^ /Fp es independiente del contenido hîdrico talino.
fluorescencia que hubiera sido tomada en tales con contenidos hi'dricos inferiores.
Intensidad del pulso de iuz act/nica inductor de fa cinética de fluorescencia
El cociente F^ /Fp debe medirse en cinéticas de fluorescencia inducidas por 
pulses de Iuz actmica de ta! intensidad que saturen todos los aceptores de electrones 
del foto^istema II (PSIl; Oquist & Wass 1988). En este case, Fp se identifica con F^, 
entendiéndose F^ como el valor mâximo de Fp. En las experiencias realizadas, se 
empleô un pulso de Iuz de 200 //mol quanta/m^-s (nivel 3). Esta intensidad de pulso 
no fue suficiente como para que F^ y F^  alcanzasen su valor méximo; sin embargo el 
cociente F /^Fp mostrô una tfpica curva de saturaciôn, alcanzando su mâximo ya en el 
nivel 2 (Fig. 11). Las relaciones observadas utilizando Ifquenes, entre Fp, F,, y F /^Fp y 
la intensidad del pulso de luz actmica coincidieron con las ya descritas por otros 
autores en plantas vasculares (Ôquist & Wass 1988). Por este motivo, el valor de 
Fy/Fp fué considerado como un adecuado estimador del valor de F /^F, ,^ propuesto por 
otros autores como indicador del estado de vitalidad de los Ifquenes (Jensen & Feige 
1991).
Efecto de ia exposiciôn proiongada a densidades de fiujo fotônico crecientes y su 
dependencia dei estado de hidrataciôn dei taio
Con el fin de valorar las diferencias entre las especies liquénicas estudiadas, en 
lo que se refiere al patrôn de pérdida de agua, se obtuvieron sus cinéticas de 
deshidrataciôn (Fig. 12). A patir de estas curvas, se calcularon los très descriptores 
seleccionados para la caracterizaciôn de las relaciones hfdricas de cada una de las
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especies liquénicas: contenido hfdrico mâximo alcanzado, duraciôn del estado 
hidratado y tasa de deshidrataciôn. Estos valores se presentan en la Tabla 14.
Tabla 14
Caracterizaciôn de ias especies liquénicas estudiadas 
en funciôn de sus patrones de deshidrataciôn
Especies Max. contenido Duracidn dei Tasa de
hidrico estado hidratado deshidrataciôn
P* glauca 1.72+0.15 120 -0,037
H. physoôes 1.50+0,18 126 -0.031
P* furfuracea 1.6310.11 105 -0.041
R. farinaoea 1.08+0.14 60 -0.031
P* saxatilis 1.6510.03 160 -0.031
E. prunastri 1.67+0,25 80 -0.076
Media ± S.D.
El efecto atribuible a la exposiciôn a densidades de flujo fotônico crecientes se 
puso de manifiesto mediante el anâlisis del parâmetro F /^Fp, cuyos valores se recogen 
en la Tabla 15. En todas las especies liquénicas analizadas, el tratamiento con 300 
//mol/m^-s produjo una caida del valor de F^ /Fp que en algunos casos llegô a ser de un 
16% respecte a los valores originales. Sin embargo, esta reducciôn sôlo fué 
estadisticamente significativa en Platismatia alauca. H. ohvsodes. y Pseudevernia 
furfuracea (P<0.01 ). La exposiciôn a flujos fotônicos mâs elevados (1000 //mol/m^ s) 
tuvo un efecto mâs acusado que se reflejô en una reducciôn de F /^Fp de hasta un 
39%. Tras este tratamiento, el decaimiento fue significativo en todas las especies 
estudiadas (P<0.01 ). Por otra parte, se observarondiferencias significativas entre las 
especies en lo que respecta a su respuesta a ambos tratamientos lummicos. Este
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Figura 11. Senal de fluorescencia obtenida en talcs de Hypogymnia physodes al 
Incrementar la intensidad del pulso de luz actmica. Nivel 1, 5 0 //mol fotones/m^-s; 
Nivel 2, 100 //mol fotones/m^-s; Nivel 3, 200 //mol fotones/m^ s; Nivel 4, 400 //mol
fotones/m^-s. Si bien los valores de F„, Fo, ' p Y
intensidad, FJF_ muestra una cinética de
F^  crecen a medida que aumenta la 
saturaciôn, que alcanza un valor
aproximadamente constante, cuando el nivel de intensidad es superior a 2 .
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Figura 12. Curvas de desecaciôn de tales de las especies liquénicas estudiadas. 
Los ejemplares se dejaron secar a 20 ± 2°C, 80 ± 5% HR y una velocidad del 
viento de 1 m/s. Cada punto es el resultado de la media de cuatro valores y las 
barras verticales representan la desviaciôn tfpica. 1, Ramalina farinacea', 2, 
Platismatia giauca) 3, Evernia prunastri] 4, Hypogymnia physodes] 5, Parmeiia 
sax a tills ] 6 , Pseudevernia furfuracea.
hecho pone de manifiesto que existen diferencias en cuanto a la sensibilidad de las
distintas especies liquénicas a la exposiciôn proiongada a médias y altas intensidades
de luz.
El decaimiento generalizado de F^ /Fp estuvo basado tanto en un incremento de 
Fq, como en un descenso del valor de Fp en todas las especies liquénicas estudiadas 
(Tabla 16 y 17). Un incremento en F^  ha sido interpretado como indicativo de dano 
fotoinhibidor del PSIl; por el contrario, un descenso de Fp indicarfa un aumento en la 
liberaciôn del excedente de energfa mediante su disipaciôn inocua en forma de calor 
(Demmig and Bjôrkman 1987).
Très patrones de respuesta diferentes se pueden distinguir en las especies 
estudiadas. En primer lugar, en Platismatia alauca v Pseudevernia furfuracea. especies 
en las que se detectô una inhibiciôn significativa atribuible a la exposiciôn a 300 
//mol/m^-s, sôlo resultô significativo el aumento en los valores de F^  tras el tratamiento 
con 300 y 1000 /ymol/m^ s (P<0.05).
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Tabla 15
Variaciôn de la reiaciôn FJFp de ias especies liquénicas estudiadas
tras ei tratamiento con diferentes intensidades de iuz
Especies Fv/F» Fv/Pm * Fv/Fm * Fv/Fm
P.glauca 0.6G+O.Ü4 0.55+0.04 S 0 .42+0 .05 S 0*48+0.08 S
H»physodes a . 60+0.05 0.52+0.03 s 0 .38+0 .08 s 0 .5 5 + 0 .04 ns
P.furfuracea 0 .61+0 .05 0.52+0.04 s 0 .46+0 .08 s 0 .5 7 + 0 .04 ns
R.farinacea 0.61+0.09 0.53+0.07 ns 0 .43+0 .09 s 0 .5 1 1 0 .0 7 ns
P.saxatilis 0 .58±0 ,09 0.52+0.05 ns 0 .35+0 .07 s 0*54+ 0 .06 ns :
E»prunastri 0 .60+0 .16 0.53+0.06 ns 0 .40±0 .15 s 0 .5 2 1 0 .0 5 ns 1
Media ± S.D.
* Significaciôn estadfstica de la diferencia con respecte a los valores iniciales (tratamiento A), basadas 
en un test LSD (s, P < 0 .01 ; ns, no significativo).
Tratamientos: A, 5 /ymol/m^-s; B, 3 0 0 /ymol/m^ s; C, 1 0 0 0 /ymol/m^ s; D, 2 0 //mol/m^-s.
Teniendo en cuenta la interpretaciôn ya expuesta sobre el significado de las 
variaciones en y Fp, este patron de respuesta se corresponderfa con una baja 
capacidad fotoprotectora de disipaciôn de la energfa en forma de calor (Fp no variô 
significativamente), por lo que se producen danos en el PSIl (F^ , se incrementô desde 
0 .2 6 ± 0 .1 4  y 0 .1 5 ±0 .03  hasta 0 .40±0 .09  y 0 .19±0 .03 , en Platismatia alauca y 
Pseudevernia furfuracea respectivamente).
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Tabla 16
Variaciôn de ia reiaciôn de las especies liquénicas estudiadas
tras ei tratamiento con diferentes intensidades de iuz
Especies *
P. glauca 0.26+0.14 0.4110.04 0.4010.09 S
H. physodes 0.17+0.05 0.20+0.04 0.21+0.05 ns
P. furfuracea 0.15+0.03 0.18+0.03 0.1910.03 s
P. farinacea 0.2910.03 0.31+0.05 0.29+0.04 ns
P. saxatilis 0.15+0.04 0.16+0.03 0.1910.04 ns
E. prunastri 0.2710.06 0.32+0.03 0.35+0.06 s
Media ± S.D.
* Significaciôn estadfstica del incremento, basado en un ANOVA de una vfa, en los casos de E. 
prunastri, H. physodes, R. farinacea, Parmelia saxatilis y Pseudevernia furfuracea, o un anâlisis KruskaI 
Wallis, en Platismatia glauca (s, P <0 .05 ; ns, no significativo).
Tratamientos: A, 5 //mol/m^ s; B, 3 0 0 //mol/m^ s; C, 1 0 0 0 //mol/m^ s.
Frente a este patrôn de respuesta, en R. farinacea. que sôlo manifestô smtomas 
significatives tras la exposiciôn a la més elevada densidad de flujo fotônico, el 
decaimiento de F^  no fue significativo (P>0.05), pero por el contrario, s\ se observô 
un muy significativo descenso de Fp (P<0.001). Estarfamos, en este caso, frente a 
la estrategia opuesta, es decir, la eficiencia del mecanismo fotoprotector (Fpdescendiô 
desde 0 .7 7 ± 0 .1 4  hasta 0.51 ±0.05) impediria la afecciôn del PSIl.
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Tabla 17
Variaciôn de ia reiaciôn de las especies liquénicas estudiadas
tras ei tratamiento con diferentes intensidades de iuz
Especies *
P. glauca 0.74+0.34 0.90+0.11 0.69+0.16 ns
H. physodes 0.44+0.16 0.42*0.08 0.35+0.11 ns
P. furfuracea 0.40+0.11 0.38+0.06 0.36+0.06 ns
R. farinacea 0.77+0.14 0.65*0.08 O.Sl+0.05
P. saxatilis 0.37+0.11 0.34+0.06 0.30+0.03 ns
E. prunastri 0.69+0.21 0.69*0.09 0.58+0.07 *
Media ± S.D.
* Significaciôn estadfstica del descenso, basado en un ANOVA de una vfa, en los casos de H. physodes 
y Pseudevernia furfuracea, o un anâlisis Kruskal-Wallis, en E. prunastri, R. farinacea, Parmelia saxatilis 
y Platismatia glauca ( * * ,  P < 0 .01 ; *, P <0 .05 ; ns, no significativo).
Tratamientos; A, 5 //mol/m^ s; B, 300 //mol/m^-s; C, 1000 /ymol/m^ s.
En E. prunastri. tanto el incremento de como la caida de Fp fueron 
significatives (P<0.05), por lo que esta situaciôn serfa interpretada como intermedia 
entre las anteriomente descritas. Este es, existirfa disipaciôn de la energfa en forma 
de calor (Fp descendiô desde 0.69±0.21 a 0 .58±0.07), pero el mecanismo no es lo 
suficientemente eficaz como para evitar que, en alguna medida, se vea danado el PSIl 
(Fq ascendiô desde 0 .27±0 .006  hasta 0.35 ±0.06).
Tras un periodo de recuperaciôn a una densidad de flujo fotônico mas baja (20 
//mol/m^-s), F /^Fp experimentô un incremento respecto a los valores obtenido tras el 
tratamiento con 1000 //mol/m^-s, en todas las especies. Si bien en la mayorfa de los 
casos, tras el periodo de recuperaciôn, los valores de F^ /Fp llegaron a no diferir 
significativamente de los valores originales obtenidos antes del tratamiento con 300
92
/vmol/m^ s, sin embargo, en ninguna especie se observô una recuperaciôn del 100%. 
Posiblemente, sea precise mantener los ejemplares a baja densidad de flujo fotônico 
durante un periodo màs largo de tiempo, para alcanzar la recuperaciôn absoluta. Sin 
embargo, el tratamiento con baja intensidad de luz, esto es, 10 h de oscuridad 
seguidas de 5 h a 20 //mol/m^ s, fue suficiente como para poner de relieve diferencias 
en la capacidad de recuperaciôn entre las distintas especies estudiadas. En este 
sentido, sôlo en Platismatia alauca. la recuperaciôn no fue significativa tras este 
tratamiento (P<0.01; Tabla 15). Este hecho esté en consonacia con la interpretaciôn 
previa que sugerfa que en esta especie el PSIl habfa sido danado.
Con el fin de estimar en qué medida las variaciones en la respuesta en términos 
de Fy/Fp, dependen de los diferentes tratamientos lummicos, se ajustô un modelo 
mediante regresiôn lineal. Aceptando que las diferencias interespecfficas de 
sensibilidad a la luz podrfan deberse a los distintos estados de hidrataciôn de los 
ejemplares durante los tratamientos, también se incluyeron los descriptores de las 
cinéticas de deshidrataciôn como variables independientes en el anâlisis de regresiôn 
multiple. El resultado de este anâlisis revelô como variables que determinan la 
respuesta de forma altamente significativa (P<0.01), la densidad de flujo fotônico y 
la duraciôn del estado hidratado. Las contribuciones al modelo del contenido hfdrico 
mâximo alcanzado y la tasa de pérdida de agua de cada una de las especies, también 
fueron significativa aunque en mener medida (P<0.05). Por tanto, la diferencias 
interespecfficas en la respuesta no sôlo vinieron determinadas por la diferente 
capacidad para fotoproteger el aparato fotosintético, sino, ademâs, por las 
fluctuaciones en el contenido hfdrico de los ejemplares de cada especie, durante los 
tratamientos con distintas irradiancias. Con la excepciôn de Parmelia saxatilis. los 
talos de aquellas especies que permanecieron mâs tiempo hidratadas (Pseudevernia 
furfuracea. Platismatia alauca y H. ohvsodes) fueron sensibles incluso al tratamiento 
con 300 )L/mol/m^-s. Por el contrario, los ejemplares de E. prunastri y R. farinacea. con
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las mâs breves permanencias en estado hidratado, sôlo fueron fotoinhibidos con la 
mâs alta irradiancia.
En conclusiôn, el modelo ajustado explicaba el 94% de la variabilidad observada 
en Fy/Fp (Tabla 18). Es precise mencionar, que el efecto de la densidad de flujo 
fotônico era tan acusado, que incluso considerando unicamente esta variable 
independiente el valor de ya ascendfa al 90%.
Tabla 18
Modelo para la variaciôn del cociente FJFp
variable
ladependiente
Coefioiente ■5 • JE, Nivel 4e 
significaciôn :
conetante
FFFD
. Taea <Je des&ldrataciën 
Tiempo ae secado 
ContenMo hWrioo
0.57 
-2,195 . 
0,17
0,04
0,128-4
0»75
0.398-3
0,06
0,0001 
0.0001
o:-0028
0,0082
= 34%
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5.2. Caracterizaciôn de ia respuesta ai diôxido de azufre
Tal como se contemplaba en el capftulo 3, uno de los principales objetivos ha 
sido la caracterizaciôn de una sintomatologfa observada en los Ifquenes como 
consecuencia de la exposiciôn al SO2. Este estudio se ha abordado desde très facetas 
diferentes: anâlisis de las variaciones cuantitativas del contenido en clorofilas y su 
transformaciôn a feofitinas, de los cambios en la fluorescencia de las clorofilas, y 
estudio de las alteraciones de la ultraestructura del fotobionte liquénico. Los resultados 
procédantes de estos très niveles se expondrân en el présente capftulo.
5.2.1. Variaciôn de! contenido en clorofilas totales y degradaciôn de ta ciorofiia a a 
feofitina a
El interés de conocer la respuesta frente a distintas dosis de contaminante con 
el fin de poder modelizar, en ultimo término, la reiaciôn dosis-respuesta, asf como el 
de valorar la posible influencia de otras variables ambientales como moduladores de 
la respuesta del bioindicador, justifica el evaluar tanto el efecto inducido por 
exposiciones agudas como el producido por exposiciones crônicas al contaminante 
considerado, bajo distintas condiciones ambientales y en combinaciôn o no con NO 3. 
La consecuciôn de este doble objetivo se abordarâ a continuaciôn.
5.2.1.1. Efecto inducido por exposiciones agudas a diôxido de azufre
Fumigaciones agudas con SO^, esto es, exposiciones breves a altas 
concentraciones del contaminante, podrfan inducir la apariciôn de sfntomas en
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Ifquenes, de forma semejante a los que se obserbarfan en el medio natural tras picos 
episôdicos de concentraciôn de SOg en la atmôsfera. Estas altas concentraciones de 
contaminante durante cortos périodes ban sido valorados por algunos autores como 
de vital importancia para la supervivencia de los Ifquenes en àreas industriales 
(Huebert et al. 1985). Sin embargo, cabe esperar que la intensidad del dano producido 
por estas exposiciones agudas dependa del estado de actividad del talo y por ende de 
su estado de hidrataciôn. Por esta razôn, en regiones de clima mediterréneo donde el 
aporte hfdrico es restringido durante largos periodos, el valor déterminante de estos 
episodios podrfa verse reducido. Para analizar esta hipôtesis, se seleccionô la especie 
liquénica Anaotvchia ciliaris. especie sensible al SOg segun estudios de campo previos, 
realizados en la Regiôn Mediterrânea (Manrique et al. 1989). Ejemplares de esta 
especie fueron fumigados con 1000 ± 60 //g/m^ (350 ± 21 ppb) de SO^. La 
respuesta a las 0, 5, 25, 30, 49 y 54 h desde el comienzo de la exposiciôn al 
contaminante, se valorô mediante el anâlisis de las variaciones del PQa y del contenido 
en clorofilas totales.
Efectos inducidos por la exposiciôn aguda a SO2  en Anaotvchia ciliaris
Los resultados obtenidos se representan en las Figura 13 y 14. A la vista de la 
evoluciôn de los contrôles, no se observô decaimiento alguno atribuible al tiempo de 
permanencia de los ejemplares en las câmaras.
Por otra parte, en ningûn momemto, a lo largo de las 54 h de experimentaciôn, 
se detectaron diferencias significativas entre los especfmenes fumigados con SOg y 
los especfmenes control, mantenidos en aire filtrado. En este periodo, no se observô 
decaimiento significativo de ninguna de las variables de respuesta medidas en reiaciôn 
con el tiempo de exposiciôn al contaminante. Sim embargo, mientras la correlaciôn
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Figura 13. Evoluciôn del PQa en funciôn del tiempo de exposiciôn al contaminante 
en talos de Anaptychia ciliaris fumigados con 350 ppb de SOg. Nôtese que tras 72 
h, aun no se observa un decaimiento significativo de la variable de respuesta.
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Figura 14. Evoluciôn del contenido en clorofilas en funciôn del tiempo de 
exposiciôn al contaminante en talos de Anaptychia ciliaris fumigados con 350 ppb 
de SOj. Nôtese que tras 72 h, aun no se observa un decaimiento significativo de 
la variable de respuesta.
entre contenido en clorofilas totales y PQa no fué significativa en los contrôles (r = 
0.26, P<0.29), sf lo fué en el caso de los datos procédantes de ejemplares fumigados 
(r = 0.52, P<0.02). Si bien el decaimiento atribuible al tiempo de fumigaciôn no es 
significativo, y por tanto, no se detectan danos inducidos por el contaminante, el 
hecho de un aumento de la correlaciôn entre PQa y contenido en clorofilas totales 
indica que algunos talos podrfan estar experimentando primeros sfntomas de 
degradaciôn de clorofilas a feofitinas, sin que ello se traduzca en una respuesta 
generalizada.
5.2.1.2. Efecto inducido por exposiciones crônicas a diôxido de azufre
Los Ifquenes experimentan perturbaciones atribuibles a exposiciones crônicas 
al diôxido de azufre (SQg) (Fields 1988). Atendiendo a esta evidencia, tradicionalmente 
se ha planteado una reiaciôn biunfvoca entre sfntomas de degradaciôn -bien de sus 
comunidades, bien del estado de los simbiontes- y concentraciones de SQg en la 
atmôsfera. Son numerosos los trabajos que proponen, o se basan, en escalas que 
relacionan concentraciôn de SOg, como variable independiente, con la presencia de 
determinadas especies liquénicas, como variable dependiente (Hawksworth & Rose 
1970; James 1982; Crespo et al. 1977; Crespo & Bueno 1982). Estos estudios, 
generalmente realizados en el campo, donde es diffcil calculer el tiempo de exposiciôn 
al contaminante, suponen que la respuesta viene determinada unicamente por la 
concentraciôn media de SQg. Son muy escasos los trabajos en los que se cuestiona 
si es la media u otro estadfstico, o quizâs una combinaciôn de ellos, la medida de 
concentraciôn del contaminante en la atmôsfera que con mâs peso détermina la 
respuesta del bioindicador (De W itt 1976). Por otra parte, tanto en estudios de campo 
como de laboratorio, no se aborda la definiciôn del concepto de dosis, entendida como
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la reiaciôn con mayor valor descriptivo entre la concentraciôn de contaminante y el 
tiempo de exposiciôn al mismo.
A todo ello hay que sumar que el SOg no actua de forma aislada. Como ya se 
ha comentado, es diffcil valorar en qué medida variables ambientales y nutricionales 
determinan la sensibilidad del liquen frente a los contaminantes y modulan su 
respuesta.
Con el fin de abordar estos puntos, en este capftulo se analizaré la respuesta 
de talos de la especie Ramalina farinacea (L.) Ach. a través de la valoraciôn del PQa 
y el contenido en clorofilas totales (a + b), tras fumigaciones crônicas con SOg, esto 
es, tras largos periodos de exposiciôn a concentraciones médias o bajas de SOg (Tabla 
19). En primer lugar, se valorarâ el posible ruido introducido por la propia metodologfa,
I concretamente por la permanencia de los especfmenes en las câmaras de 
I experimentaciôn cuando estos son fumigados durante largos periodos.
En segundo lugar, de los siete experimentos realizados, se considerarân 
aquellas muestras (n = 132) expuestas unicamente a SOg, con el fin de valorar el 
efecto inducido por este contaminante cuando actua de forma aislada. En este 
apartado, se plantearâ qué descriptor de la concentraciôn de SQg en las câmaras 
détermina en mayor medida la respuesta del liquen. A continuaciôn, se analizarâ la 
reiaciôn entre concentraciôn de contaminante y tiempo de exposiciôn al mismo. 
Finalmente, para concluir el anâlisis de la respuesta al SQg, se compararâ la 
informaciôn procédante de la medida del PQa con aquella que se deduce del câlculo 
del contenido en clorofilas totales.
Por ultimo, se considerarâ el total de casos analizados (n = 250), descritos en 
funciôn de 10 variables que potencialmente podrfan estar modulando la respuesta del 
liquen al SQg (Tabla 19). Mediante un anâlisis de selecciôn progresiva de estas 
variables, se seleccionarâ el subconjunto de variables que présente el mâs alto valor 
descriptivo. Es preciso hacer constar que en este capftulo sôlo se valorarân los efectos
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aditivos de las variables independientes o, a lo sumo, de sus productos; interacciones 
màs complejas se analizarén en un capftulo posterior (5.2.4. Influencia de! aporte de 
nitrato en ia respuesta ai diôxido de azufre). Con el mencionado subconjunto de 
variables seleccionadas, se ajustarà un modelo lineal por regresiôn multiple con el fin 
de globalizar la informaciôn procédante de diverses experiencias concretes, y asf poder 
estimar cuél serfa la respuesta teôrica en situaciones no ensayadas previamente.
Decaimiento de los contrôles con ei tiempo de permanencia en las câmaras
Tal como se ha comentado, en fumigaciones crônicas, el efecto perjudicial del 
tiempo de permanencia de los especfmenes en las cémara de experimentaciôn puede 
no ser despreciable. Para contrastar esta hipôtesis, se ha evaluado la posible 
dependencia de los valores de PQa de los tratamientos control respecto al tiempo en 
dfas de permanencia en las câmaras (t). La correlaciôn entre ambas variables resultô 
ser altamente significativa (P<0.001). La reiaciôn entre ambas variables respondfa a 
una funciôn hiperbôlica, por lo que la pendiente negativa se amortigua a medida que 
aumenta el periodo de experimentaciôn (Fig. 15):
PQa = 0 .4 5 *r°^  = 36% (1)
Por tanto, dado que se observa un decaimiento de la variable de respuesta 
atribuible a la sola permanencia de los especfmenes en las câmaras, debe analizarse 
el decaimiento diferencial de los ejemplares fumigados con SQg respecto al observado 
en los contrôles. Con objeto de intenter discernir entre el efecto inducido por el tiempo 
de experimentaciôn y el atribuible a la exposiciôn al contaminante, se valorô la 
respuesta de cada una de las 250 muestras como porcentaje relativo a su
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correspondiente valor medio control, tanto en el caso del PQa como de las clorofilas 
totales.
Valor descriptivo de distintas medidas de los niveles de SO2
El hecho de evaluar la bondad de los descriptores de los niveles de SQg en las 
câmaras de fumigaciôn, trasciende al interés puramente metodolôgico, dado que 
aporta informaciôn sobre si el bioindicador responde principalmente a picos episôdicos 
o a valores medios de la concentraciôn del contaminante. Con el fin de averiguar cuél 
o cuales de las medidas realizadas explicaba con mayor precisiôn la variaciôn 
observada en el PQa, se ha aplicado un anâlisis de selecciôn progresiva de variables 
a las medidas que se citan a continuaciôn:
- Concentraciôn media (ppb) de SQg (s)
- Valor mâximo de la concentraciôn de SQg registrado durante el periodo de
fumigaciôn (m)
- Diferencia entre el valor mâximo y el mmimo de los valores registrados (a)
- Desviaciôn tfpica de los valores medios de concentraciôn de SQg (sds).
- Producto del numéro de dfas de exposiciôn al contaminante por la
concentraciôn del mismo (ds)
De todas ellas fue ds, el mejor descriptor de la variaciôn observada en el PQa 
(R  ^= 69%). Las contribuciones de /r?, a y sds no resultaron ser significativas.
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Figura 15. Evoluciôn de los valores del PQa de talos de Ramaiina farinacea, 
sometidos al tratamiento control, en funciôn del tiempo de permanencia en las 
câmaras de experimentaciôn. Se observa un decaimiento significativo que responde 
a una funciôn hiperbôlica.
Reiaciôn dosis-respuesta
La Figura 16 représenta el modelo de superficie de respuesta calculado a partir 
de la regresiôn lineal de los valores de PQa, en funciôn del tiempo de exposiciôn al 
contaminante (tf) y de la concentraciôn del mismo (s). La combinaciôn lineal de ambas 
variables explica un elevado porcentaje de la respuesta medida (R  ^= 71 %);
PQa (% del control) = 100 - 0 . 0 4 8 (ppb) -0.883*f/^ (dfas) (2)
La contribuciôn de ambas variables independientes fué altamente significativa 
(s, P<0.01; tf. P<0.0001).
Sin embargo, un modelo lineal, como el expresado, sôlo tendrfa sentido cuando 
ambas variables sean cero simulténeamente, o por el contrario, cuando ninguna de las 
dos lo sea. Frecuentemente, esta restricciôn queda salvada al définir dosis como el 
producto de s por t f  (Hur & Weliburn 1991). Al evaluar el valor descriptivo de este 
producto (t/s) en los datos procédantes de las fumigaciones controladas con SQg, se 
detectô una reiaciôn hiperbôlica altamente significativa entre PQa y ds (P < 0.00001 ), 
que explicaba un mayor porcentaje de la respuesta observada que la expresiôn (2 ) 
(R  ^= 82%):
PQa = 1000 / (9.83 + 0.002*ds) (3)
Esta reiaciôn que alcanza el màs alto valor descriptivo atribuible unicamente a 
la exposiciôn al SQg, se représenta en la Figura 17. A partir de estos resultados se 
concluye que la respuesta del bioindicador a la exposiciôn al contaminante no es lineal, 
sino que por el contrario responde a una funciôn cuya pendiente se amortfgua a 
medida que aumenta la dosis, y que depende por tanto, no sôlo de la concentraciôn
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media del contaminante en la atmôsfera sino ademés del tiempo que dura la 
exposiciôn al mismo.
Reiaciôn entre las variaciones observadas en ei PQa y en ei contenido en clorofilas 
totales como consecuencia de ia exposiciôn ai SO2
La exposiciôn al SOg indujo un decaimiento significativo tanto del PQa 
(P<0.0001) como del contenido en clorofilas totales (P<0.0001). El decaimiento 
diferencial del PQa de los Ifquenes expuestos al contaminante frente a los mantenidos 
en aire filtrado, fué acompanado de un descenso en contenido en clorofilas totales. 
Sin embargo, la correlaciôn negativa entre la dosis de SO2  -expresada en ppb por 
dfas- y el PQa de ejemplares expuestos a este contaminante (r = 0.82), es superior a 
la correlaciôn entre dosis de SQg y el valor del contenido en clorofilas totales (r = -
0.58). Por tanto, el PQa respondfa con mayor fidelidad a la exposiciôn al SQg que la 
medida del contenido en clorofilas totales.
El coeficiente de variaciôn, definido como el cociente entre la desviaciôn tfpica 
y la media, fué menor en el caso del PQa que en el del contenido en clorofilas totales. 
Es decir, se obtuvo una menor dispersiôn en la respuesta de distintos ejemplares 
sometidos al mismo tratamiento; posiblemente debido a que la sfntesis-degradaciôn 
de clorofilas viene determinada por otras causas ademés de la feofitinizaciôn de las 
mismas.
Cabe plantearse, en qué medida la informaciôn que se deduce del PQa y la 
procedente de la variaciôn en el contenido en clorofilas es redondante. Ambas 
variables estân directamente vinculadas por definiciôn. Necesariamente una 
degradaciôn de clorofilas, aun no siendo por feofitinizaciôn, debe producir una caida 
del fndice, siempre que no afecte también al contenido en feofitinas. De la misma
1 0 2
Figura 16. Regresiôn lineal de los valores del PQa en funciôn del tiempo de 
exposiciôn al SQg y de la concentraciôn del mismo.
R2 = 71%.
' •
Figura 17. Regresiôn lineal de los valores del PQa en funciôn de la dosis de SQg, 
definida como el producto de la concentraciôn media del contaminante multiplicada 
por el tiempo de exposiciôn al mismo. R^  = 82%.
forma, la feofitinizaciôn implica una reducciôn del contenido en clorofilas, siempre que 
no vaya acompanada de un estfmulo de la smtesis de clorofilas. Considerando sôlo 
aquellas muestras no expuestas a SO2 (n = 140), los valores absolutos de PQa y 
contenido en clorofilas no se correlacionaron (r = 14%, P>0.1). Ahora bien, tras la 
exposiciôn al SQg, el coeficiente de correlaciôn (r) entre ambas variables se incrementô 
hasta el 63% y pasô a ser muy significativo (P<0.0001). Este resultado pone en 
evidencia como, en ejemplares procédantes de ambiantes no contaminados, la 
variaciôn del contenido en clorofilas no es explicada por un cambio del cociente de 
feofitinizaciôn. Dicho de otro modo, la informaciôn de ambas variables no es 
redondante, y en el caso de que lo Hague a ser -correlaciôn lineal significativa- serà 
debido a la acciôn de un agente feofitinizante, como es en nuestro caso el SQg. El 
incremento de la correlaciôn entre contenido en clorofilas y PQa, ha sido también 
observado en estudios de campo (Boonpragob & Nash 1991).
Moduladores de ia respuesta ai SO2
Dado que el PQa es un indicador més fiel y sensible de la presencia del SQg que 
la variaciôn del contenido en clorofilas, tal como se ha puesto de manifiesto a lo largo 
de este capftulo, en adelante se valoraré la respuesta a este contaminante como 
variaciôn del PQa.
Se han medido 10 variables de diverse tipo, que potencialmente podrfan estar 
modulando la respuesta del liquen al SQg. El objetivo perseguido es el de encontrar 
una combinaciôn de variables que explique un mayor porcentaje de la respuesta que 
el explicado unicamente por la dosis de SQg. Las 10 variables consideradas son:
1.- Dosis de SQg, entendida como el producto de la concentraciôn media en ppb
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por los dias de fumigaciôn ids).
2.- Concentraciôn media (/yM) de NO 3 en el agua destilada que se suministraba 
a los especfmenes en forma de pulverizaciôn {n).
3.- Dosis de NO 3, definida como el producto de la concentraciôn de este iôn 
(//M) por el numéro de dias que se suministrô (dn).
4.- Precipitaciôn en mm/m^ en los 10 dias anteriores a la recolecciôn de los 
talos (p).
5.- Estacionalidad, entendida como aquella variable capaz de describir las 
diferencias en la respuesta de los Ifquenes atribuibles a cambios temporales 
ligados a un ciclo anual (s), s se define como el sumatorio del numéro de dias 
por el numéro del més en curso desde la recogida hasta el final de la 
experiencia (dado que las condiciones ambientales en las câmaras intentaban 
aproximarse a las naturales del exterior del invernadero) dividido por el numéro 
total de dias:
I](dias*n° del mes)
s = ------------------------  (4)
total de dias
Para evitar que meses prôximos (como Diciembre-Enero) alcanzasen valores 
extremos de la variable, se tomô el valor de la funciôn:
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e = sen n*{s-^)/^ 1 (5)
que es contmua a lo largo del tiempo. De esta forma, la variable estacionalidad (e) 
présenta valores mmimos en Diciembre-Enero y méximos en Junlo-Julio.
6 - Numéro de dfas en que se registraron temperaturas Inferiores a 5°C en el 
interior de las càmaras de experimentaciôn durante el periodo de aciimataciôn 
o durante las fumigaciones (ch).
7- Numéro de dfas en que se registraron temperaturas inferiores a 0°C en el 
interior de las cémaras de experimentaciôn durante el periodo de aciimataciôn 
o durante las fumigaciones (f).
8 .- Temperatura media en el interior de las cémaras de fumigaciôn durante el 
periodo de exposiciôn al contaminante (te). Esta variable se define como la 
media de las temperaturas médias diarias, que a su vez se definen como la 
suma de la temperatura mâxima diaria mas la mfnima, dividida por 2 .
9 - Humedad relativa media en el interior de las câmara de fumigaciôn durante 
el periodo de exposiciôn al contaminante (h). Esta variable se define como la 
media de las humedades relativas médias diarias, que a su vez se definen como 
la suma de la humedad relativa màxima diaria mas la mfnima, dividida por 2 .
10-Nûmero de dias que permanecieron los Ifquenes en las cémaras en periodo 
de aciimataciôn (ta).
A continuaciôn se realizô un anélisis de selecciôn progresiva de variables
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utilizando como variable dependiente la transformaciôn logarftmica natural del PQa, 
dado que la pendiente de la respuesta se amortigua a dosis elevadas. El proceso 
progresivo introduce variables en el subconjunto de las seleccionadas a partir de las 
diez propuestas, en la medida que éstas mejoran significativamente su valor 
descriptivo. Ademés contrasta con cada entrada, que las variables que ya formaban 
parte de dicho subconjunto conservan su significaciôn. El resultado es la relaciôn de 
las variables que mejor predice los cambios del PQa, dado que présenta el més alto 
coeficiente de correlaciôn entre todos los subconjuntos posibles de ese mismo tamano 
y la introducciôn de cualquiera de las otras variables no seleccionadas no mejora 
significativamente la predicciôn.
Para la selecciôn se han propuesto dos variables independientes més, 
procedentes de la combinaciôn de las ya descritas, dado que mejoraban 
significativamente el nivel de correlaciôn. Dichas combinaciones son p  (precipitaciôn) 
multiplicada por e (estacionalidad), y ds (dosis de SOg) multiplicada por f  (numéro de 
dfas con heladas). El significado biolôgico de estas combinaciones se analiza més 
adelante.
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Figura 18. Imégenes del fotobionte de talos de Anaptychia cillaris (A, x 11.172) 
y de Ramaiina farinacea (B, x 7.980) sometidos al tratamiento control, tras 37 dfas 
de permanencia en las camaras. Se observan sfntomas de deterloro celular, taies 
como interrupciones de la pared celular (PC) o como regiones del pirenoide 
desprovistas de pirenoglobulos (PG).
r '
Figura 19. Detalle de los complejos multivesiculares (C) observables en células del 
fotobionte liquénico de talos sometidos al tratamiento control, tras 37 dfas de 
permanencia en las camaras de experimentaciôn. x 19.426.
ih
Figura 20. Célula algal de Ramaiina farinacea, procédante del tratamiento control, 
mostrando su cloroplasto central con su pirenoide (P) provisto de numerosos 
pirenoglôbulos, grânulos de almidôn (A) entre las lâminas tilacoidales (T), 
mitocondrias (M) con crestas bien estructuradas, y cuerpos de réserva (R). x 
18.240.
#
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Figura 21. Imagen del fotobionte de Ramaiina farinacea sometido al tratamiento 
con NO 3 . X  16.758.
Figura 22. Detalle del fotobionte de Ramaiina farinacea sometido al tratamiento con 
NO 3. Los cuerpos de réserva (R) y los grânulos de almidôn (A) se encontraron en 
apariencia y numéro semejante a las células control, x 24.250.
B#
Figura 23. Imagen del fotobionte de Ramaiina farinacea. En raras ocasiones se 
observaron cuerpos densos (CD) a los electrones, que se disponfan hacia la 
periferia celular donde adoptan una forma de media luna, tanto tras el tratamiento 
con NO 3 (A, X 20.235), como tras la exposiciôn a NO 3 en combinaciôn con SOg 
(B, X 17.100).
Tabla 19
3 # # 0 8
4$ $5*7 12045 1708 *40 1400 820 1730
79*4 54.3 13 14*1 88.7 43.1
m 3*0 11*0 283 165 170 400 230
a 300 1100 370 45 00 400 315
n 5 0 50 50 50 50 50 50/1000
an 3500 4300 700 300 500 7000 700/14000
p 3.1 3.1 4 + 0 4.6 *1*3 8*7
a 0.441 0.611 0*4*7 0+980 0.985 0*3*2 0*3*2
ch * 12 0 0 0 0 11
t  0 0 0 0 0 4
ta 11.8 13.2 14,3 19 + 2 18.8 13*3 7,3
h *3*1 *2*3 78,3 61,7 *5*3 99.9 04.6
: Famumaiiaia an Xaa cWwraa 4a axpar#aatacl6n
ta 13 13 *' 0 0
t 51 80 30 13 17 30
N2 de mueatraa/ 
tratamianto* 6 10 10 5
us 4a muantrae
4al punta caxa^ iiiiiiiiiiiiif 10 10 5
$atal 24 24 50 50 40 32 35
255  muestras analizadas, 5 "outliers", 250 valores de PQA considerados.
’ Tratamientos: control, con aporte de nitrato, fumigaciôn con diôxido de azufre, exposiciôn combinada 
a ambos contaminantes.
 ^ Punto cero: Toma de muestras al finalizar el periodo de aciimataciôn y antes de iniciarse los 
tratamientos.
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Como resultado del proceso de selecciôn progresiva de variables se obtuvieron 
las variables ds, ds por f, y p por e.
El anélisis realizado seleccionô asf como majores descriptores:
-la dosis de SOg
-el efecto conjunto de SOg y heladas, y 
-la precipitaciôn en los dfas anteriores a la
recolecciôn, cuyo efecto varfa estaciônalmente.
Es interesante destacar la selecciôn del efecto conjunto de heladas y SOg, dado 
que, en condiciones naturales, es precisamente en invierno, bajo situacion'es 
anticiclônicas, cuando més fecuentemente se alcanzan valores méximos de inmisiôn 
de SOg. Es un hecho conocido que el SOg aumenta la vulnerabilidad de los vegetales 
frente a las adversidades del invierno en general, y més concretamente f  rente a las 
heladas (Davison & Barnes 1986; Davison, Barnes & Renner 1988). Una posible 
explicaciôn es que el efecto del SOg se ve acentuado en invierno dado que, por lo 
general, los procesos metabôlicos de reparaciôn y detoxificaciôn del vegetal se
encuentran ralentizados (Jones & Mansfield 1982). Sin embargo, un factor cuya
contribuciôn en este efecto es especialmente importante cuando se estudian 
organismes poikilohfdricos, como los Ifquenes, es que la solubilidad del SOg en el agua 
es més elevada a bajas temperaturas (Weast & Astle 1980).
En lo que se refiere a la selecciôn de la variable fruto del producto de las 
precipitaciones por la estacionalidad, su alto valor descriptivo podrfa interpretarse en 
relaciôn con el contenido del talo liquénico en iones lixiviables. Se ha demostrado que 
el contenido talino de algunos de estos iones varfa de forma estacional (Boonpragob, 
Nash & Fox 1989; Boonpragob & Nash 1990). Entre estos iones se encuentra el NO 3, 
cuya variaciôn no sôlo depende de su capacidad de ser soluble en agua y, por ello, 
susceptible de ser arrastrado por el agua de Iluvia, sino que incluse su concentraciôn
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en el propio agua de Iluvia podrfa variar estaciônalmente (Hicks 1989). A pesar de no 
haber sido seleccionadas las variables relacionadas con el aporte de NO g, para el 
desarrollo de un modelo de regresiôn lineal, esta sustancia puede interaccionar con el 
SOg, afectando a la respuesta liquénica, tal como se valoraré posteriormente (véase 
el capftulo 5.2.4).
Superficie de respuesta ai 3 0 2
Con las variables seleccionadas se ajusté el siguiente modelo mediante 
regresiôn multiple:
Log POa = bo4-bi*ofs4-bg*(/s*/4-b3*p*e (6)
Siendo b, los coeficientes cuyos valores se recogen en la Tabla 20.
Del anélisis de la varianza se concluye que el PQa se relaciona linealmente con 
al menos alguna de las variables independientes previamente seleccionadas. Es decir, 
se descarta la hipôtesis de que todos los coeficientes sean iguales a cero (P< 0.0001).
Tabla 20
Coeficiente Valor Error tipico P
4.638 0.012 376.703 O.OOOl
h, ' -0.108B-3 3 .2Ô8E-* -32.823 0.0001
b. -Ô.Ô03B-2 -6.179 0.0001
b. -6.839B-3 2.Ô51E-3 3.333 0.0010
4
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El 83% de la variaciôn del parémetro PQa es explicada por el présente modelo 
(R  ^= 83%). Por otra parte, mediante el anélisis de la t que contrasta que cada uno de 
estos coeficientes sea igual a cero, o dicho de otro modo, que al menos una de estas 
variables no mejore significativamente la estima, se rechaza en todos los casos esta 
hipôtesis nula con el nivel de significaciôn expuesto en la Tabla 20 para cada variable.
1 1 0
5.2.2. Cambios en ia cinética de fluorescencia temprana de /as cioro filas in vivo
El anélisis de la cinética de fluorescencia inducida, ha sido frecuentemente 
utiiizado para evaluar los efectos, en plantas vasculares, de estreses ambientales taies 
como los producidos por la exposiciôn a altas temperaturas (Weis 1985, Schreiber & 
Bilger 1987), por la sequfa (Cornic et al. 1989), la exposiciôn a altas intensidades de 
luz (Krause 1988, Demmig-Adams et al. 1990a; Demmig-Adams et al. 1990b), el 
efecto de las heladas y la aciimataciôn a bajas temperaturas (Krause & Somersalo 
1989), la depresiôn de la fotosmtesis al medio dfa (Demmig-Adams et al. 1989), la 
exposiciôn a O3 (Schreiber et al. 1978; Barnes & Davison 1986; Gries et al.’ 1992), 
etc. Sin embargo, no se conoce ningün estudio publicado que évalué el efecto del SOg 
en la simbiosis liquénica, mediante el anélisis de las variaciones en la cinética de la 
fluorescencia temprana de las clorofilas in vivo.
Por otra parte, la medida de los descriptores de la cinética de la sehal de 
fluorescencia, y especialmente el anélisis de F /^Fp, ha sido descrita como el método 
que détecta con mayor antelaciôn -mayor que cualquiera de los métodos ensallados 
hasta el momento- sfntomas inespecfficos inducidos por estrés (Schreiber et al. 1978; 
Barnes & Davison 1986).
Por estos motivos, en este capftulo se abordaré el estudio de los efectos 
atribuibles a la exposiciôn en cémaras al SOg y al NO 3, por separado y en 
combinaciôn, mediante la medida de F^ /Fp. Posteriormente, con el fin de valorar las 
posibles causas del potencial decaimiento de este parémetro, se analizaré si las 
variaciones de F^ /Fp son debidas a cambios en los valores de F^ , de Fp, o de ambos, 
asf como su relaciôn con los efectos observados en el PQa y el contenido en clorofilas 
totales.
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Decaimiento de FJFp atribuibie a ia exposiciôn ai diôxido de azufre y ai aporte de 
nitrato en ejempiares de Ramaiina farinacea
Los valores obtenidos se han resumido en la Tabla 21. Tal como se describiô 
en el apartado correspondiente (véase 4.4. Fumigaciones controiadas con diôxido de 
azufre), los ejempiares se mantuvieron durante 7 dfas, bajo una intensidad de luz PAR 
de 350 -400 //mol quanta/m^ s, a 13°C y 100% de humedad relativa. A la vista de los 
resultados obtenidos en el capftulo 5.1.2, esta prolongada exposiciôn a intensidades 
de luz moderadamente elevadas explica el bajo valor medio de F^ /Fp obtenido en'el 
tratamiento control, en comparaciôn con los valores comprendidos entre 0.6 y 0.7, 
propios de ejempiares mantenidos en cémaras a bajas intensidades de luz o en su 
hébitat natural bajo el dosel vegetal (véase el capftulo 5.1.2).
El aporte de NO 3 por sf mismo no produjo efecto alguno. Tras este tratamiento, 
los valores de F^Fp no diferfan de los obtenidos en el tratamiento control, por lo que 
el aporte de NO 3 parece no atenuar el ya mencionado efecto de la exposiciôn 
prolongada a altas intensidades de luz.
Aùn siendo bajo el valor medio control en términos comparatives, sin embargo 
la exposiciôn al SOg redujo muy significativamente el valor de F^ /Fp (P < 0.0001 ). Esta 
reducciôn que tras la exposiciôn a SOg representaba una caida del 57% respecte al 
valor medio control, se viô acentuada, hasta alcanzar el 80%, cuando a la exposiciôn 
al SOg se sumaba un aporte de NO 3.
Este efecto de la combinaciôn NO 3 y SOg, més tôxico que el del SOg por 
separado, se reflejô en una reducciôn del valor de F^ . Esta reducciôn sôlo fué 
significativa tras la acciôn conjunta de ambos contaminantes (P<0.0005; Tabla 21).
La caida del valor de F^, se ha interpretado como indicadora de danos en los 
centros de reacciôn del PSII, y més concretamente de degradaciôn de clorofilas
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(Schreiber et al. 1978). Esta interpretaciôn coincide con los datos de pigmentes, 
obtenidos a partir de extractos de los mismos talos utilizados para las medidas de la 
senal de fluorescencia. A la vista de los valores de PQa, se observé una feofitinizaciôn 
significativa (P< 0.0006) de la clorofila a tras la exposiciôn a SOg, acentuada por el 
aporte simulténeo de NO 3 (Tabla 21). Por otra parte, mientras que la caida de ya 
era significativa, la variaciôn en el contenido total en clorofilas sôlo manifestaba una 
tendencia no significativa hacia valores més bajos, tras la exposiciôn al SOg, sôlo o en 
combinaciôn con NO 3 (Tabla 21).
A la reducciôn de F^  se sumô el decaimiento significativo de Fp como 
consecuencia de la exposiciôn a SOg (P< 0.0001). Este efecto, de nuevo; se viô 
agravado por la mezcla de contaminantes. En vegetales sometidos a otros estreses, 
taies como sequfa, senescencia o bajas temperaturas, en lugar de una caida de los 
valores de Fp, se observa un significativo incremento (Lichtenthaler 1987b; Ôgren & 
Ôquist 1985; Sundbond & Ôquist 1982). Sin embargo, el decaimiento de Fp también 
ha sido observado tras la exposiciôn a otros contaminantes atmosféricos como el O3 
(Barnes & Davison 1986; Schreiber et al. 1978). Esta bajada en los valores de Fp se 
debe a un descenso en el numéro de molécules del aceptor primario (O^) que se 
reducen tras el puiso de luz actfnica. Este descenso se explicarfa si tuviera lugar una 
caida de la actividad enzimética encargada de la rupture de las molécules de agua al 
comienzo del proceso fotosintético (Schreiber et al 1978). Al bajar la eficiencia de esta 
actividad enzimética como consecuencia de la acciôn del contaminante, la presiôn de 
electrones procedentes del centre donante del PSII serfa insuficiente para alcanzar 
niveles normales de reducciôn de la poblaciôn de 0^. En consecuencia, la exposiciôn 
al SOg, sôlo o en combinaciôn con NO 3, podrfa no sôlo haber inducido una 
feofitinizaciôn de las clorofilas, sino ademés posiblemente, danos en el centre Iftico 
de agua. Sin embargo, no debe descartarse la posibilidad de que, en alguna medida, 
los iones sulfite y bisulfite en el medio intracelular, procedentes de la disoluciôn del
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SOg gaseoso, actuen como potenciales aceptores de electrones (Puckett et al. 1974), 
pudiendo interferir con el transporte electrônico hacia y contribuyendo por tanto
al descenso en los valores de Fp.
Tabla 21
Relaciôn entre las variaciones en ia cinética de fluorescencia y ei 
estado de los pigmentos ciorofîlicos 
tras ei ei tratamiento con SO2  y NO' 3
Control SOg H<T3 SOg+NO-j
Fv/Fp 0.463+0+124, 0,202+0.158% 0.479+0.061, 0,088+0.164%
0.323+0,023, 0.216+0.IBS, 0.333+0.045, 0.083+0.153%
0.630+0,139, 0.318+0.257% 0.640+0,119, 0.128+0.235%
POa ■•■•••• 1,2610.09, 1.11+0,10% 1.27+0.09, 1.04+0,16%
Clorofila a+b 
(Mg/mg) 1.83+0+74* 1.28+0.34% 2.13+0.46, 1.47+0.67%
Media ± Desviaciôn tfpica. Los valores medios con ei mismo subfndice no difieren significativamente 
(P >0 .05) dentro de una misma variable de respuesta.
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5.2.3. Alteraciones de la ultraestructura de! fotobionte liquénico
Con el fin de completar el cuadro de sfntomas ya observados y con el interés 
de analizar los primeros cambios détectables en Ramaiina farinacea y Anaotvchia 
ciliaris. atribuibles al efecto del SOg, en este capftulo se abordaré mediante el uso de 
técnicas de microscopfa electrônica de transmisiôn (MET), el anélisis de las 
alteraciones en la estructura subcelular. En primer lugar, se describiré de forma 
cualitativa la fenomenologfa observada y se compararé con la descrita para otras 
especies liquénicas. En segundo lugar, se compararé la informaciôn obtenida mediante 
esta técnica con la procédante del anélisis de pigmentos clorofflicos. Por ultimo, se 
valoraré el efecto del aporte de NO 3, por separado y en combinaciôn con el SOg, sobre 
la ultraestructura del fotobionte.
Evoiuciôn de ios especfmenes mantenidos bajo condiciones control
No se han detectado cambios cualitativos en la ultraestructura de los Ifquenes 
desde el momento de su recolecciôn atribuibles al periodo de aciimataciôn en las 
cémaras de experimentaciôn, ni tampoco como consecuencia de la duraciôn del 
tratamiento, siempre que no fuera superior a 15 dfas. Sin embargo, en el experimento 
numéro 2, tras 37 dfas de permanencia de los Ifquenes en las cémaras, se observaron 
claros sfntomas de deterloro celular, que no obstante no se volvieron a observar en 
el resto de los experimentos. Asf, en las paredes del fotobionte aparecfan 
interrupciones, tanto en las preparaciones de A. ciliaris como de R. farinacea (Fig 18a 
y 18b). Al mismo tiempo, en estas muestras, se observaron complejos 
multivesiculares, indicadores de una elevada actividad lisosômica propia de procesos 
de digestiôn de constituyentes celulares y de degradaciôn celular (Fig. 19). Por otro
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lado, se observaron anomalias en el pirenoide de R. farinacea. que si bien responde 
al tipo imoressa (FriedI 1989), sin embargo, tras el largo periodo de permanencia de 
los talos en las cémaras, hidratados una vez al dfa con agua destilada, presentaba 
regiones desprovistas de pirenoglôbulos (Fig. 18b). No se detectaron anomalfas 
semejantes en el pirenoide, tipo arboricole, del fotobionte de A. ciliaris (Fig. 18a). Los 
diferentes tipos de pirenoide en las especies estudiadas, imoressa en R. farinacea y 
arboricole en A. ciliaris (FriedI 1989), ponen de manifiesto que ambas especies 
liquénicas difieren en la especie del fotobionte trebuxoide.
Tal como se ha mencionado, en las experiencias en las que los tratamientos no 
superaron los 15 dfas, no se observaron alteraciones en la ultraestructura del 
fotobionte de R. farinacea. En esta especie liquénica, las células algales mostraron el 
cloroplasto central con su pirenoide provisto de numerosos pirenoglôbulos, grénulos 
de almidôn entre las léminas tilacoidales, mitocondrias con crestas bien definidas y 
cuerpos de réserva. Estos ültimos, constituidos exclusivamente por Ifpidos sin 
membrana envolvente, y de una densidad homogénea (Fig. 20).
Efecto de! aporte de nitrato
Tras el tratamiento con nitrato de los especfmenes de ambas especies (Fig. 21), 
se observô que el aspecto ultraestructural del fotobionte se asemejaba mucho al que 
presentaron los contrôles no tratados. Los cuerpos de réserva y los grénulos de 
almidôn se encontraron en apariencia y numéro semejante a las células control (Fig. 
22 ), si bien, el uso de estudios cuantitativos précisés podrfa poner de manifiesto 
diferencias entre los efectos de ambos tratamientos.
En raras ocasiones se observaron unos cuerpos densos a los electrones, més 
frecuentes en la periferia celular, por debajo del plasmalema, donde adoptan la forma 
de media luna (Fig. 23a y 23b). Si bien estos cuerpos sôlo se observaron tras el
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tratamiento con NO 3, ya fuese aplicado sôlo o en combinaciôn con SOg, su significado 
es ambiguo. Para algunos autores, estas inclusiones osmiofflicas son inducidas por 
diversos compuestos nitrogenados, tanto en forma de nitrato como de amonio, y su 
presencia puede valorarse como indicadora de este tipo de compuestos en la 
atmôsfera (Holopainen & Karenlampi 1985; Holopainen 1986). Sin embargo, estos 
autores utilizaban concentraciones de NO 3 doscientas veces superiores a la empleada 
en este estudio (0.01 M frente a 50 pM de NaNO 3). No obstante, apoyando esta 
interpretaciôn, recientemente se ha detectado un alto contenido en nitrôgeno en estos 
cuerpos densos mediante técnicas de microanâlisis de Rayos X (Tarhanen, Oksanen 
& Holopainen 1992). Para otros autores estos cuerpos podnan ser acûmùlos de 
polifosfatos, observables en muestras tratadas con KHgPO^ (Chilvers et al. 1978; 
Ascaso & Fortun 1981). Por otro lado, hay datos que parecen indicar que en ciertos 
fotobiontes (Ascaso, Brown & Rapsch 1985) estas estructuras son un artefacto 
producido durante el proceso de preparaciôn de la muestra para MET. Aunque en 
fotobiontes trebuxoides no se ha demostrado que la fijaciôn para MET produzca este 
tipo de artefactos, no se descarta que puedan producirse por un efecto conjunto entre 
la acciôn del contaminante y el fijador.
Las células de las hifas del micobionte de los Ifquenes, tras el tratamiento con 
NO 3, presentaban numerosas vacuolas con contenido granular y los cuerpos 
concéntricos, aunque observables, estaban mal definidos en determinadas zonas del 
citoplasma (Fig. 24). Estos sfntomas estarfan en consonancia con la hipôtesis de que 
el micobionte es més sensible a la contaminaciôn por compuestos nitrogenados que 
el fotobionte (Holopainen & Karenlampi 1985; Hâllbom & Bergman 1979; Kauppi 
1980a). Sin embargo, dicha afirmaciôn sigue siendo tan sôlo una hipôtesis a 
contrastar en futures estudios, que no sôlo demuestren la apariciôn de los sfntomas, 
sino que ademés valoren el significado y la repercusiôn de dichos sfntomas en relaciôn 
con la fisiologfa del micobionte.
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Comparaciôn entre fas alteraciones en ia ultraestructura y las variaciones de! PQa, 
atribuibles a ia acciôn de! diôxido de azufre
En los casos en los que los valores medios de PQa de los talos tratados con SOg 
descendieron por debajo de la unidad, la ultraestructura celular del fotobionte se 
encontraba en un estado terminal de daho, en el que la perturbaciôn de los sistemas 
de membrana habfa conducido a la plasmolisis celular, al mismo tiempo que los 
orgénulos se habfan desintegrado y constitufan una matriz heterogénea (Fig. 25). En 
casi la totalidad de los experimentos realizados, cuando los valores medios de PQa 
tras el tratamiento con SQg, fueron superiores a la unidad, la diferencia con el valor 
de PQa control no fue significativa. En resumen, antes de que la respuesta en valores 
de PQa fuera significativa, la ultraestructura celular del fotobionte ya habfa sufrido 
severas alteraciones. Este fenômeno concuerda con lo descrito en experiencias 
previas, segün las cuales la degradaciôn de las clorofilas es un proceso que tiene lugar 
con posterioridad al decaimiento celular, quizàs como consecuencia de que al menos 
aparentemente, las membranas tilacoidales son de las ultimas estructuras en 
desintegrarse (Silva-Pando & Ascaso 1982; Holopainen & Karenlampi 1984).
La adecuaciôn de la MET para visualizar estados inciales de daho, permitiô la 
descripciôn de una sintomatologfa basada en las alteraciones en la estructura celular 
producidas por la exposiciôn al SQg. Para ello, se utiizaron aquellas imégenes 
obtenidas en experiencias donde el decaimiento del PQa o no era significativo o al 
menos no alcanzaba valores inferiores a 1; esto es, en el experimento 2 para el caso 
de A. ciliaris y 4 y 6 para el caso de R. farinacea.
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»Figura 24. Las células del micobionte de los talos de Ramaiina farinacea, tras el 
tratamiento con NO 3, presentaban numerosas vacuolas con contenido granular (V) 
y los cuerpos concéntricos (CC), aunque observables, se encontraban mal 
definidos. x 39.900.
Figura 25. Estado terminal de degradaciôn celular del fotobionte de Ramaiina 
farinacea, tras la exposiciôn a SOg. x 17.100.
Sintomatologfa producida por la exposiciôn ai SO2
Antes de que el efecto del SOg fuera agudo se observô una elevadfsima 
dispersiôn en la respuesta, posiblemente como consecuencia de la heterogeneidad de 
la poblaciôn de algas en simbiosis dentro del talo, debida a las diferencias en cuanto 
a la fase del ciclo vital en que se encuentran, a su estado de actividad, etc 
(Greenhaigh & Anglesea 1979; Hill 1985; Larson & Carey 1986). La exposiciôn al 
contaminante produjo que coexistieran estados muy tempranos de alteraciôn 
ultraestructural con otros en los que aparecfan células absolutamente colapsadas y 
degeneradas, en estrecha proximidad (Fig. 26), fenômeno que también ha sido 
observado en anteriores estudios (Kauppi 1980b).
En los primeros estadios de afecciôn por la exposiciôn a SOg, las células algales 
no parecieron sufrir grandes cambios en la forma y lobulaciôn del cloroplasto, si bien 
sf se observô un acusado descenso de la densidad de tilacoides en su interior (Fig. 
27). La mayor extensiôn de los espacios intertilacoidales dejaba al descubierto zonas 
del estroma con un aspecto granulado. Al igual que en los contrôles, los granos de 
almidôn estaban présentes en el estroma.
En el citoplasma, las mitocondrias (Figura 28) presentaban en su interior 
estructuras semejantes a figuras de mielina. El aspecto externo de estas figuras parece 
indicar que estén formadas por membranas ordenadas concentricamente, pudiendose 
pensar que los Ifpidos que las forman pueden tener su origen en la degradaciôn de 
algunas de las crestas. Esta idea parece confirmarse al observar que en aquellas 
células, en un estado mas avanzado de degradaciôn, en las que se observaban los 
primeros sfntomas de alteraciôn del cloroplasto, las mitocondrias ya aparecfan con su 
matriz y sus crestas destruidas (Figura 29). Este hecho apoya la hipôtesis de que en 
los Ifquenes el primer orgénulo diana de la acciôn del SOg es la mitocondria, 
entendiéndose por diana, aquel orgénulo que primero manifiesta alteraciones
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estructurales, si bien queda por dilucidar si también son primeras dianas desde el 
punto de vista funcional.
En una secuencia creciente de alteraciôn celular, la membrana se fué separando 
de la pared mostrando moderados niveles de plasmolisis, posiblemente como 
consecuencia de perturbaciones de su permeabilidad. A medida que la plasmolisis era 
més pronunciada, el cloroplasto, el nùcleo y los cuerpos de réserva lipfdicos fueron 
perdiendo su integridad, hasta sôlo ser discernible, en el seno de la masa résultante, 
la presencia de grénulos de almidôn y restes del pirenoide. Ya en este estado terminal 
la membrana celular aparecfa rota y la célula ya colapsada dejaba escapar su 
contenido. Esta secuencia de danos coincide con la descrita por Holopainen & Kauppi 
(1989) para Brvoria caoillaris Ach. Brodo e Hvooavmnia ohvsodes (L.) Nyl.
Influencia de! aporte de nitrato en ia respuesta ai diôxido de azufre
Précticamente no se observaron estados iniciales de alteraciôn de la estructura 
celular, dado que cuando el efecto del SOg por separado era leve la mezcla con NO 3 
resultô ser sinérgicamente més tôxica, y cuando el decaimiento inducido por el SOg 
era severe, el aporte simulténeo de NO 3, aün comporténdose como un antagônico, 
no llegaba a elevar los valores medios de POa por encima de la unidad (véase el 
capftulo 5.2.4). Aûn teniendo présente esta limitaciôn, no se observaron sfntomas 
distintos a los ya descritos.
Es interesante destacar que siempre se observô una total coincidencia entre 
PQa y el anélisis de la estructura celular por MET, en lo que se refiere al patrôn de 
respuesta a la mezcla de estos contaminantes. Esta coincidencia se evidenciô en el 
experimento 4, en el que frente a los efectos inducidos por la exposiciôn al SOg por 
separado (Fig. 27), tras el tratamiento con la mezcla de contaminantes se observô un
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Figura 26. La exposiciôn a SOg produjo que coexistieran estados muy tempranos 
de alteraciôn ultraestructural con otros en los que aparecfan células absolutamente 
colapsadas y deterioradas, en estrecha proximidad. x 11.400.
Figura 27. En las primeras fases de afecciôn por la exposiciôn a S02, las céluias 
algales no parecieron sufrir grandes cambios en el cloroplasto, si bien s\ se observé 
un acusado descenso de la densidad de tilacoides, dejando al descubierto zonas del 
estroma con aspecto granuloso (E). x 13.965.
marcado efecto sinérgico resultado del cual todas las céluias algales aparecfan 
colapsadas (Fig. 30). AI igual qua en los estados terminales producidos por la 
exposiciôn al SOg, tras el tratamiento con SO2 + NO3, se distinguian restos del 
pirenoide destruido y restos de almidôn (Fig. 31).
5.2.4. Influencia del aporte de nitrate en la respuesta al diôxido de azufre
La mayor parte de la investigaciôn en torno a los Ifquenes como organismos 
sensibles a la contaminaciôn atmosférica se centra en el anàlisis de los efectos 
producidos por la exposiciôn al SO2 como contaminante aislado (Fields 1988).
Sin embargo, en la atmôsfera, este contaminante coexiste con otros, originados 
también en procesos de combustiôn. Tal es el caso de los ôxidos de nitrôgeno (N0%) 
(Nash 1976). A su vez, los NO^ constituyen una fuente adicional de nitrates (NO3 ) 
para la vegetaciôn (Tingey et al. 1971; Halliwell 1984; UK TERG 1988).
Asf, con frecuencia los vegetales se verén sometidos al efecto inducido por la 
combinaciôn de SO2 y NO3 . En plantas vasculares ha sido ampliamente analizado el 
efecto sinérgico de esta combinaciôn (UK RGAR 1987). Por el contrario, en Ifquenes, 
los potenciales efectos sinérgicos inducidos por mezclas de contaminantes constituyen 
una faceta poco analizada (Fields 1988). En este sentido, se ha sugerido que la 
presencia de polvo atmosférico rico en nitrôgeno puede neutralizar el efecto sobre los 
Ifquenes del SO2 asf como el de otros contaminantes âcidos (Kauppi 1980a; Kauppi 
& Mikkonen 1980; Kauppi & Halonen 1992). Algunos autores han observado que 
altos contenidos de nitrato en repetidos episodios de Iluvia àcida, no sôlo neutralizan 
el efecto de los sulfatos sino que ademàs tienen un marcado efecto fertilizante sobre 
los Ifquenes de bosques boreales (Scott et al. 1989).
Por contra, el descubrimiento de que determinadas combinaciones de SO2 y NO 
3 pueden producir un daho mâs severe que el SOg como ünico agente, incluse cuando
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ninguno de los dos contaminantes por separado produce un decaimiento significative, 
justifica una ulterior investigaciôn acerca de los efectos de esta combinaciôn de 
contaminantes (Balaguer & Manrique 1991).
En un capftulo anterior {5.2.1.2. Efecto inducido por exposiciones crônicas a 
SO2 ), se valoraron las relaciones lineales entre los efectos inducidos por ambos 
contaminantes, sin embargo, dado que las posibles interacciones entre elles 
introducen un termine no lineal en el modelo de respuesta a la mezcla de 
contaminantes, en este capftulo se abordarâ el anàlisis de todos los tipos de respuesta 
observados.
En primer lugar, se analizarén las variaciones del PQa, como porcentaje del valor 
medio control, en respuesta a fumigaciones durante periodos medios de exposiciôn 
a concentraciones bajas de SOg, sôlo o en combinaciôn con NO 3, en talos de Ramalina 
farinacea (Tabla 19, experimentos 4, 5, 6 y 8 ). En esta primera parte, se tratarân las 
relaciones entre los distintos tipos de respuesta, asf como la posibilidad de predecir 
la respuesta a la combinaciôn SOg + NO 3.
En segundo lugar y para concluir el capftulo, se expone con mayor profundidad 
el tipo de respuesta sinérgica en Ramalina farinacea. Anaotvchia ciliaris y Evernia 
prunastri. dado que se trata de la primera vez que este patrôn se observa en Ifquenes 
(Tabla 19, experimentos 2 y 4). Previamente, se compararâ la sensibilidad de estas 
especies frente a ambos contaminantes por separado.
Respuesta a ia combinaciôn S0 2  + N 0 ' 3  en reiaciôn con ia respuesta inducida por 
ambos contaminantes por separado
Tal como se ha descrito en capftulos anteriores la exposiciôn al SOg produce un 
decaimiento significativo del PQa (5 .2 .1.2. Efecto inducido por exposiciones crônicas
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Figura 28. La mitocondria (M) del fotobionte liquénico fué el primer orgânulo donde 
se acusaron alteraciones atribuibles a la exposiciôn al SOg. En ellas, se observaban 
estructuras semejantes a figuras de mielina. x 31.350.
Figura 29. Detalle del avanzado estado de deterioro de las mitocondrias (M) del 
fotobionte liquénico tras la exposiciôn a SOg. x 17.100.
Figura 30. La combinaciôn de NO 3 y SOg/ en ocasiones, indujo un marcado efecto 
sinérgico que se manifestô en una acusada degradaciôn de las céluias algales. x 
7.980.
Figura 31. En las céluias del fotobionte sôlo se distingui'an restos del pirenoide 
destruido (P) y de grânulos de almidôn (A), como consecuencia del sinergismo 
entre el SOg y el NO 3. x 20.235.
a SO2 ). Sin embargo, en ninguno de los experimentos considerados en este capftulo 
se observé efecto significativo alguno atribuible unicamente al tratamiento con NO 3. 
Ahora bien, si se suministra esa misma concentraciôn de NO 3 a talos que estén siendo 
simultâneamente expuestos a SO2, se puede observer (Fig. 32):
(i) un efecto sinérgico de la combinaciôn de ambos contaminantes, màs danino
que el inducido por el SO2 (Fig. 32a),
(ii) ningün efecto (Fig. 32b y 32c),
(iii) un efecto atenuante del dano inducido por SO2 (Fig. 32d).
Estos resultados aparentemente contradictorios, responden a un patrôn comun. 
El sinergismo se observé cuando el tratamiento con SO2 por separado no indujo un 
descenso del PQa significativo en reiaciôn al control (experimento 4, Fig. 32a). Por el 
contrario, el nitrato amortigüô significativamente el efecto inducido por SO2, cuando 
el efecto danino de este contaminante por separado fue mâximo (experimento 8 , Fig. 
32d).
Para valorar en qué medida el efecto combinado de ambos contaminantes diferfa 
del que cabrfa esperar suponiendo un patrôn aditivo de respuesta, se resté al valor 
medio de PQa obtenido tras el tratamiento SO2 + NO 3, la suma de los valores medios 
de POa procédantes de los tratamientos con estos contaminantes por separado, 
considerando con signo positivo el decaimiento y negativo el ascenso del PQa 
respecte al control:
Efecto no aditivo = PQ3so2+no3 - (PQaso2 + d  )
De esta forma, un efecto sinérgico se corresponde con valores positives y por 
el contrario, un efecto mitigador con valores negatives. El efecto no aditivo présenté 
una elevada correlaciôn con los valores medios de POa procédantes del tratamiento 
con SO2 solamente (r = -0.78). Esta correlaciôn fué superior a la observada entre el 
efecto no aditivo y las dosis de contaminantes utilizadas en el tratamiento combinado
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(dosis de SOg, r = 0.16; dosis de NO3, r = 0.23).
La transformaciôn logarftmica del porcentaje de decaimiento del PQa por efecto 
del SO2, explicô màs del 80% del efecto no aditivo de la combinaciôn (R  ^ = 81.1%):
Efecto no aditivo = 28 - 11 *Log (PQago2) (2)
Dado las expresiones (1 ) y (2) presentan la misma variable dependiente, pueden 
ser igualadas:
POaso2+N03 " (P03so2 "f" ~ 28 - 11 *Log (POago2) (3)
A partir de la expresiôn (3) y tras un anàlisis de regresiôn multiple realizado con 
el fin de ajuster los coeficientes, el descenso medio del PQa inducido por la 
combinaciôn 802 + NO 3 puede predecirse conociendo los efectos de ambos 
contaminantes por separado:
POaso2+N03 = 454 + 2 1 *POaso2 + 24*PQaN03 - 295*Log (POagog) (4)
Esta funciôn explicô el 96.9% (Rf) de la respuesta al tratamiento conjunto con 
ambos contaminantes, expresada como porcentaje medio de decaimiento del PQa en 
reiaciôn a los valores control.
Comparaciôn de la sensibilidad a SO 2  y a NO 3  de E. prunastri. R. farinacea y A. c i Ha ris
Antes de procéder a valorar el efecto sinérgico de la combinaciôn, es 
interesante analizar cuales fueron las respuestas de las distintas especies liquénicas 
estudiadas, a ambos contaminantes por separado. En este sentido, tras la
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Figura 32. Variaciôn del PQa tras el tratamiento control (1), nitrato (2), diôxido de 
azufre (3), o la combinaciôn de ambos contaminantes (4), en cuatro experimentos 
distintos (A, experimento n° 4; B, experimento n° 5; C, experimento n° 6 ; D, 
experimento n° 8 ). Las barras de error representan los intervalos de confianza del 
95%, basados en un test LSD.
comparaciôn de médias de los tratamientos aplicados en el experimento 2 , se observô 
que como consecuencia de la fumigaciôn con 151 ppb de SOg durante 38 dfas, los 
valores de PQa de E. prunastri y R. farinacea eran significativamente màs bajos 
(Tablas 23 y 24). Por el contrario, A. ciliaris se comportô como una especie menos 
sensible, dado que no experimentô una caida significativa atribuible a la fumigaciôn 
con SQg (Tabla 22). Este hecho contrasta con las escalas de sensibilidad al SQg 
propuestas por los modelos desarrollados en Reino Unido, en las que se presentaba 
a R. farinacea y E. prunastri como especies màs tolérantes que A.ciliaris (Hawksworth 
& Rose 1970; James 1982).
Salvo en A. ciliaris. en que se observô un efecto estimulante en la proporciôn 
clorofila a/feofitina a, el tratamiento con nitrato no indujo cambios significativos, si 
bien, las médias del tratamiento con nitrato fueron en todos los casos superiores a las 
médias del tratamiento control.
Efecto sinérgico inducido por ia combinaciôn de SO2  y NO' 3
El anàlisis de la varianza de dos fatores en A. ciliaris. puso de manifiesto un 
significativo sinergismo de la combinaciôn SQg + NQg. El efecto résultante del 
tratamiento con ambos contaminantes es, por tanto, màs danino que el que cabrfa 
esperar por simple adiciôn de los efectos observados cuando se aplican por separado 
(P<0.01). Este patrôn de respuesta se ajusta al descrito en el epfgrafe anterior para 
fumigaciones crônicas de R. farinacea. esto es, el efecto no significativo del 
tratamiento con SQg se corresponde con un significativo efecto sinérgico de la mezcla 
de contaminantes.
Aunque las médias del tratamiento con SQg + NQ^ en E. prunastri y R. farinacea 
(151 ppb SQg durante 38 dias) fueron el 10% y el 8 % màs bajas que los respectivos 
tratamiento con SQg, este descenso no es significativo. Sin embargo, los valores de
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PQa en los tratamientos con SQg, sôlo o en combinaciôn con NQg, fueron 
extremadamente bajos, hecho que puede ser atribuido a que ambos tratamientos en 
las dos especies (SQg y SQ2 + NQ3 ) hayan sido tan intensos que su resultado sea un 
nivel mfnimo del PQa. Esta interpretaciôn también explicarfa por qué la respuesta de 
estas dos especies no se ajusta al patrôn descrito previamente.
Para contrastar esta hipôtesis, en el siguiente experimento, se seleccionô una 
de las especies en que no se detectaba sinergismo y se redujo la exposiciôn a SQ2 a 
14 dfas y su concentraciôn a 122 ppb (Tabla 19, experimento 4). En esta experiencia 
se observô, de forma significativa, el efecto sinérgico de la combinaciôn, al mismo 
tiempo que los valores de PQa en las muestras tratadas sôlo con SQ2/ no difirierbn 
significativamente de los del control (Tabla 25, Fig. 32a).
Tabla 22
Comparaciôn de tratamientos en A. ciliaris
«.étoctoî TîitôrvkXos deX ' 000:0 ; '
Tratamlmitos ir Media S.D. Crupos Samogëneos
Control 6 1.10 0.23
bidxido de azufre 6 i.oa 0.12 ab
Hitrato 6 1.34 0.12 c
Ambos contaminantes 6 O.&l 0.07 b
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Tabla 2 3
Comparaciôn de tratamientos en E. prunastri
Métodoî bSD, Intervalos 
Tratamientos M
del 95% 
Media S,D, Grupos Homogéneos
Control 6 1,19 0,09 a
Diôxido de azufre 6 0,66 0,11 b
Mitrato 6 1,20 0,09 a
Ambos contaminantes 6 0,59 0,16 0 0 0 =
Tabla 24
Comparaciôn de tratamientos en R. farinacea (experimento 2)
Métodoî Intervalos del 95%
Tratamientos M Media S,D, Grupos Homogéneos
Control 6 1,03 0,10 a
Diôxido de azufre 5 0,72 0,28 b
Mitrato 6 1,12 0,12 a
Ambos contaminantes 0,65 0,16
Tabla 25
Comparaciôn de tratamientos en R. farinacea (experimento 4)
Metodo; bSD, Intervalos del 95%
Tratamiento N Media S,D, Grupos Homogéneos
control 10 1,17 0,10 a
Diôxido de azufre 10 1,13 0,18 a
Nitrate 10 1,24 0,13 a
Ambos contaminantes 10 0,96 0,21 b
127
5.3. Seguimiento in situ de ia evoiuciôn de Anaotvchia ciliaris
Se ha realizado un seguimiento de la calidad atmosférica de la Comarca del Bajo 
Maestrazgo y los Puertos de Morella mediante bioindicadores liquénicos, durante el 
periodo comprendido entre junio de 1988 y julio de 1991. Este estudio se basaba en 
el anàlisis de la evoiuciôn de ejemplares autôctonos y transplantados al ârea de 
estudio, pertenecientes a la esoecie Anaotvchia ciliaris. Como variables de respuesta, 
se midieron el contenido en clorofilas y la proporciôn clorofila a/feofitina a (Indice de 
Feofitinizaciôn, PQa) en los especfmenes muestreados. El PQa es una medida 
temprana de dahos en vegetales causados por la exposiciôn a contaminantes écidôs, 
tal como ha sido contrastado en experiencias tanto de laboratorio como de campo. 
Dada la sensibilidad de la variable PQa, asf como de la especie liquénica considerada, 
los sfntomas que se observen en transplantes, no deben interpretarse como 
degradaciôn del ecosistema, sino como indicadores de riesgo de daho potencial, en 
caso de persistir las causas que los indujeron.
En total se han prospectado 28 estaciones, de las que se han analizado un total 
de 380 muestras.
5.3.1. Evaiuaciôn de ia respuesta iiquénica por estaciones de muestreo
En este capftulo se recogerén los resultados obtenidos en cada una de las 
estaciones de muestreo, asf como una valoraciôn sucinta de la evoiuciôn de cada una 
de las estaciones a lo largo de los cuatro ahos del seguimiento realizado.
Los datos se expondrén en formate de ficha y en ella se recoge:
- Numéro y nombre de la Estaciôn
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- Localizaciôn en cuadrfcula U.T.M.
- Altitud sobre el nivel del mar.
- Sustrato sobre el que se desarrollaban los ejemplares.
- Numéro de muestras analizadas por aho.
- Valores medios ± Desviaciôn ti'pica del PQa.
- Nivel de Significaciôn de la variaciôn registrada entre los valores del PQa de 
cada aho.
- Pendiente de la recta de regresiôn ajustada por Mmimos Cuadrados 
considerando el PQa de los ejemplares transplantados (a excepciôn de Selas) como 
variable dependiente frente al aho de recogida de muestras.
- Valores medios y Desviaciôn ti'pica del Contenido en Clorofilas totales (/yg de 
clorofila a + b/mg de talo liquénico).
- Nivel de Significaciôn de la variaciôn registrada entre los contenidos en 
clorofilas de cada aho.
- Descripciôn de la evoiuciôn de la estaciôn considerada.
- Representaciôn gréfica de los valores de PQa y recta de regresiôn a partir de 
los valores de los transplantes.
- Representaciôn gréfica de los valores de los contenidos en clorofilas totales.
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1, Selas
30TW L7635 1,000 m.s.m.
- Sustrato
transplantes:
autôctonos: Quercus taginea
- Muestras anal izadas 
t ran sp la n te s :  
au tôc tonos :
1988 1989
4
1990
4
- Indice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988 1989 1990
t ransp lan tes , ' _ _ _
au tôc tonos : 1.44±0.04 1.44+0.05 1.44+0.03
Pe/icy/en/a c/e e i/o/uc/én c/e/ POa de /na/iep/an/es = - a 0  76
- Contenido en clorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
transplantes: _
au tôc tonos : 1.30±0.19 1.23±0.12 1.51+ 0,07
1991
1.38±0,04
1991
1.43±0d6
1991
4
P
' NS
P
NS
~Des„çrj.p^.iOp: Es tac iôn  co n t ro l  en la que no se o b se rva  va r iac iôn  s ig n i f ic a t iv e  
ni en el PQa, ni en el c o n te n id o  en c lo ro f i la s , a lo largo de las 
cu a tro  cam panas
Nota: Los valores de 1988 co responden  a las médias de los t ransplan tes real izados.
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ig n i f i c a t i v e ,  *  =  P<0.05,  * *  = P<0.01  ^ P<0.001.
PQa
1987 1988 1 98 9  1 990 1991
Anos
Autoctono
Clorofilas totales
(pg/mg)
6 .5 -  
6
5 . 5 ------------
5
4 .5 -  
4
3 . 5 ------------
3
2 .5 -
d   . , ;
1  "
0 ,5 ----------------
Qi------------1------------1------------1------------1
1987 1988 19 89  1990 1991
Anos 
" Aut6ctono
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2,3, San Pablo de los Montes
30SUJ8378 900 m.s.m.
Sustra to
transplantes: Quercus pyrenaica - Pinus pinaster 
autôctonos:
Muestras anal izadas
transp lantes en Roble; 
t ransplantes en Pino:
Indice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1
Sobre Roble:
Sobre Pmo:
19S9
1.4 1± 0.04 
n42±ao2
1989
4
4
1990
1.40+ 0.05 
1.33+0.04
1990
4
4
1991
4
4
P1991
1.28±047 NS 
U37±a04 ' '
de ei/o/ue/o/i de PQa de ^ra/iap/a/i^ea -0 .0 6  7
Contenido en clorofi
Sobre
Sobre
Roble:
Pino:
as totales 
1988
(ug/mg de tak^
1989
1. 12± 0.22  
1.41+ 0.28
1990 
1.49+ 0.35 
1.26+ 0.70
1991 
0.91±0 42 
235^C87
P
NS
NS
- ObSOlipcion: E s tac iôn  c o n tro l de va lo res de inm is iôn conoc idos .
Se o b se rva  un d e ca im ien to  s ig n i f ic a t iv o  del PQa de los ta los 
tra n sp la n ta d o s  sob re  pino, en el ano 1990.
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ig n i f i c a t i v o ,  *  ^  P<0.05,  =  P<0.01,  ^  P<0.001
PQa
1987 1988 19901989
Anos
Transplant* an Robla “^Transplant* an Pino
Clorofilas totales
Oig/mg)
6 . 5 -----------------------------------------------------------------------
6
5 . 5 ----------------------------------------------------
5
4 . 5 -----------------------------------------------------------------------
4 “
3 . 5 -------------------------------------------------------
3
2 . 5 -------------------------------------------------------
2- *
’ • 'y  ; ; ; ; ; ; : î ;  ; ; 4  d
* 8 „
0,5  *
0   '   '
1987 1988 1989
Anos
1990 1991
*  an Robla ° an Pino
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4, Casa del Forestal
0TYL478097 1.100 m.s.m.
Sustrato
transplantes: Pinus nigra 
autôctonos:
Muestras anal izadas 1988 1989
transplantes: 4 4
auKîctonos:
Indice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988 1989 1990
transplantes. i . 44 ±o.03 i .44±o.oi i . 39± 0.04
autôctonos:
1990
4
U a0
Pend/'e/ife de ei/e/uc/d/i de/ PQa de fra/iap/a/ifee = -0 .0 4 6
1991
im o^a ie
Contenido en clorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
transplantes: 1.26 + 0.39 1.76+ 0.52 2.04+ 1.16
auüDctonos:
1991 
1.90± 1.44
1991
4
P
- Desp r ipç iôn : Deca im ien to  s ign i f i ca t ivo  del PQa de pend ien te  moderada.
A pesar del m arcado  inc rem en to  en la d is p e rs io n  de los 
datos, las m éd ias se m an tienen  en to rn o  a va lo res  de PQa
ôptimos.
M e d ia ±  D esv ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ig n i f i c a t i v o ,  *  = P<0.05, = P<O.Of,  " *  = P < 0 .0 0 l
P
NS
PQa
0 , 5 ^
1987 1988 1989
Anos 
Tranaplanta
1990 1991
Clorofilas totales
O/g/mg)
6 . 5 --------
6
5 . 5 ----------------------------
5 -
4 . 5 -----------------------------------------------------------------------
4
3 .5 -  
3 -
2 . 5 ------------
2------------------
1.5- “ B ,
1— : " ------------------
0 ,6  -
q I------------------1------------------1----------------- 1------------------1
1987 1988  1989  1990 1991
Anos 
" Transplanta
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5,19, Fuentespalda
31TBF502198 660 m.s.m.
■Sustrato
transplantes: Pinus t ialepensis 
autôctonos: Quercus rotundi fo l ia
-Muestras anal izadas 1988 1989
transplantes: 4 2
auüîctonos: 3 1
-Indice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988 1989 1990
transplantes,' i ,45±0.03 i,4 i±o ,07
autôctonos: 1.39±0.03 1.47
Peed/e/ire de eve/ee/'d/i de/ PQa de rna/iep/eeree =
Contenido en clorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
^45±271 y2&0.76
2 11± 3^2
transplantes:
autôctonos:
1990
0
0
1991
1991
1991
0
0
P
P
Desc.r ipc ion : /xmpas es ta c ion es  (5 y 19) se d e she ch a ro n  po r la d e sapa r ic iôn  
tan to  de e jem p lares  t ra n s p la n ta d o s  com o de au tôc tonos .
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica .  NS=No s i gn i f i c a t i v o ,  *  =  P<0.05,  =  P<0.01,
PQa
 *
1,4 : ,
13--------------------
1 ,2 --------------------------
1,1 
1 -
0 ,9 ------------------------------------
0 ,8 ---------------------------------
0 ,7 -------------------------------
0 ,6 ---------------
0,5'----
1987 1988 1989 1990 1991
Anos
*  Transplant* °  Autbctono
Clorofilas totales
Oig/mg)
6.5  
6-
5.5  
5 -
4 . 5 -----------------------------------------------------------------------
4 -
3 . 5 -----------------------------------------------------------------------
3 ------------------ .  "
2 . 5 ----------------- ^
2 ----------------- “
1 . 5 ----------------- 1
1 - *
0,5
Q\-----------1---------1-------------------- 1
1987 1988  1989  1990 1991
Anos
*  Transplant* °  Autôctono
6,20, Ermita de San Albert
31TBF499119 780 m.s.m.
Sustrato
transplantes:
autôctonos:
Pinus halepensis
Quercus rotundi fo l ia
Muestras anal izadas 1988
transplantes: 4
auüDctonos: 3
Indice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988 1989
t ra n s p la n te s ;  i . 4 7 ±o.oi
au tôc tonos : 1.42±0.08
1989
4
4
1990
U26±a38
1.45 ±0.0 1
Pe/icy/e/ire c/e e i/o/uc/ô/i c/e/ POa c/e /ca /iap/ae/ea = - 0  0 9  7
^45+0.03 
1.47 + 0.03
1990
4
4
1991
^21±a23 
^42  + 0.02
- Contenido en c loro fi las  totales
1988
transplantes: i 4 5 + 0 2 9
autôctonos: 2 .13±0.29
(ug /m g de 
1989 
1.63+ 0.56 
26 8 ±& 4 5
talo)
1990
2 3 3 ± 1 ^ 5
246±C 78
1991
1.39±0 97 
&37±1.06
■Descr ipc iôn : Pronunc iada  pend ien te  de deca im ien to  del PQa de los 
tra n sp la n te s , que no l lega a se r s ig n i f ic a t iv o  dada  la 
gran d is p e rs io n  en los va lo res  re g is trad o s .
1991
4
4
P
NS 
' NS
P
NS
NS
M é d i a t  Desv ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ig n i f i c a t i v o ,  *  =  P<0.05,  * *  =  P<0.01,  "  =  P < 0 . 0 0 l
PQa
1,8
1,7
1,2
1,1
1
0,9
0,8
0.7
0,6
0,5 —
1987 1988 1989
Anos
1990 1991
Transplant* + Aut6ctono
Clorofilas totales
6
5 ,5 -
5
4.5
4- K
3. 5-----------  1 - "
3-----------  — * .
2 .5  g % .  8
2 -
: â
1— " - - " ........................
Ql----------1----------- 1----------1---------'
1987 1988 1989  1990 1991
Anos
*  Transplant* ° Autéctono
7,21, Castell de Cabres
3 1TBF507048 1,060 m,s.m.
■Sustra to
transplantes: Pinus nigra 
autôctonos: Quercus taginea
Muestras anal izadas 1988
transplantes: 4
auK)ctonos: 2
Indice de Feof i t in izac iôn (PQa)
1988 1989
transplantes." i 45±0.03
autôctonos: l.46±0.01
1989
4
4
1990
r04±0.57 
^44+0.03
Pe/io'/e/ife ev/o/uc/ôn de/ POa de ^na/iap/a/ifes =-0.06 7
1.26+04 7 
141+042
1990
2
4
1991
U36 + a04  
140+0.02
Contenido en c loro fi las  totales
, , 1988
transplantes: i 36+0 29
autôctonos: 2.91 + 0.68
(pg/mg de
1989
0.62+ 0.02 
1.60±0.23
talo)
1990
1.42 ±0.54 
2.00±0.51
1991
3C 8±049
1 ^ 5 ± 0 4 0
1991
2
4
P
■i
P
NS
NS
- Descr ipc iôn : Se ob se rva  una ba jada en los va lo res m ed ios de PQa de los 
t ra n s p la n te s  du ran te  1989 y 1990, acom panada  de un aum ento 
de la desv iac iôn  t ip ica .
M e d ia ±  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s i gn i f i c a t i v o ,  *  =  P<0.05,  =  P<0.01  " *  =  P<0.001
PQa
1,3 -
1,1
1
0 ,9
0,8
0,7
0,6
0 , 5 ^
1987
_____ I____
1988
 I_____
1989
Anos
1990 1991
' Transplante + Aut6ctono
Clorofilas totales
Oig/mg)
6 .5 -  
6
5 . 5 ----------------------------
5 -
4 . 5 ------------------------
4 -
3 .5  o *
3
B ^
2 .  5 ----------------- "
2  - ;
1 . 5 -  - -8 ..........................................  m "K “1 - * M *
0 .5 ------------  ;
q I------------------1------------------1-----------------   1
1987  1988 1989 1990  1991
Anos
*  Transplante °  Autoctono
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8,22, Herbes
30TYL509087 1,140 m,s,m.
-S us t ra to
transplantes: Pinus nigra 
autôctonos: Quercus taginea
Muestras anal izadas 
transplantes: 
autôctonos:
1988
4
3
1989
4
4
1989
146+0.03
1,45±0.02
1990
P35±0.07
1,44+0.04
1990
4
4
Indice de Feofit in izaciôn (PQa)
1988
transplantes.' i 4 4 ±o.06
autôctonos: 1.4 3 +0 .03
Pe/id/e/i/^e de evo/ee/d/i de/ POa de fra/isp/a/i^ee = -0 .044
1991
1.33±0.06 
1.34±0.1 1
- Contenido en clorof i
transplantes:
autôctonos:
las totales
1988
1,65±078
2 ^ 4 ± 0 4 8
(ug/mg de 
1989 
1.38± 0.13
1.53±0.45
talo)
1990
U81+0.33
1.24± 0.4 1
1991
1.76±0.45  
120±0.33
1991
4
4
P
NS
P
NS
NS
- D escr ipc iôn : Deca im ien to  s ign i f i ca t ivo  del PQa de t ransp lan tes ,  si bien 
los va lores m edios se e n cu e n tra n  p rôx im o s  al dp tim o.
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ign i f i c a t i v o ,  *  =  P<0.05,  * '  = P<O.Oi,  * * *  = P<0.00i .
PQa
1988 1989 1990
Anos
Transplant* Autoctono
Clorofilas totales
Oig/mg)
6.5  
6
5 . 5 -----------------------------------------------------------
5 -
4 . 5 ------------------------------------
4 -
3 .5
3 - - - - - - - -
2 , 5 -  i  *
»  ;
, , 5 _  :  I  ;  !
q I-------------------- 1--------------- 1--------------------1--------------- 1
1987 1988 1989  1990 1991
Anos
*  Transplanta ° Autéctono
9,23, Corachar
31TBF533079 1,200 m.s.m.
Sustra to
transplantes:
autôctonos:
Pinus nigra
Pinus sy lvestr is Crataegus monogyna
Muestras anal izadas 
transplantes: 
autôctonos:
- Indice de Feof i t in izaciôn
transplantes; 
auKîctonos:
Pe/iô/e/i^e c/e ev/o/c/c/ô/i
(PQa)
1988
4
0
1989
1989
4
3
1990
4
4
1.43±0.05
ôe/ POa <ôe
1.30+0.09
^o i±a25
1990 1991
1.26±0.09 1.04 + 0.15
^33+aiB U41ÏÜ03
/ra/isp/a/ifes 720
Contenido en clorof i las tota les (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
1.26+0.39 1.40±0.29 1.51 ±0.56
2.14+1.80 1.15±0.33
transplantes:
autôctonos:
1991
a9o±a i5
236±a48
1991
4
4
P
NS
P
NS
NS
D escripc iôn : D eca im ien to  muy s ig n i f ic a t iv o  del PQa de tra n sp la n te s , un ido 
a una p ronunc iada  pe nd ie n te  de bajada, pue ind ican  que se 
t ra ta  de una e s ta c iôn  con  s in to m as  de dano.
El a sce n so  no s ig n i f ic a t iv o  del PQa de a u tô c to n o s  puede ser
deb ido  al s u s tra to  (Pino en 1989; M a jue lo  en 1990 y 1991)
M é d i a t  D esv ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ign i f i c a t i v o ,  *  =  P<0.05,  * *  =  P<0.01  ' * *  =  P<0.001
PQa
1.8
1,7
1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5 L—
1987 1988 1989
Anos
I
1990 1991
Transplant* *  Autôctono
Clorofilas totales
(f/g/mg)
6 . 5 --------------------
6
5 . 5 --------
5 -
4 . 5 --------------------------------
4
3 . 5 -----------------------------------------------------------------------
3 -  0
2 . 5 ------------------------
» ' " ' t  ' ' '
1.5 * w  o
« 8 w1 - 8 g
0,5
0----------i----------- 1----------'---------!
1987 1988 19 89  1990 1991
Anos
*  Transplanta ° Autôctono
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10, Pico del Aguila
31TBF531045 1.150 m.s.m.
- Sustrato
transplantes: Pinus nigra
autôctonos:
- Muestras analizadas 
transplantes: 
autôctonos:
1988
4
1989
4
1990
4
ndice de Feofi t in izaciôn (PQa)
1988 1989
transp lantes/ i ,4 5 +0.01 1.12+0.30
autôctonos:
Pe/iô/e/ite ôe ev/o/uc/ô/i ôe/ POa ôe rra/isp/antes - -0 .7  74
1990
n05±0.34
1991
1^9±a20
-Contenido en clorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
transplantes: 
autôctonos:
a97+a39 0 .21+ 0.22 0.67+ 0.62
1991
a96±Œ63
1991
4
P
P
NS
- Peser iDciôn:F.staoinn con s in tom as  de dano: m arcada pe no ie n te  de descenso  
del PQa de tran sp lan tes , ba jada  s ig n i f ic a t iv a  del PQa que 
llega a a lcanzar va lores ind ica t ivos  de d eg ra d a c iô n  to ta l 
de las c lo ro f i la s ,  lo cual se co rre s p o n d e  con los muy ba jos 
va lores de c lo ro f i la s  re g is t ra d o s . A todo e lle  se une una 
e levada d isp e rs io n  de los datos.
M é d i a t  D esv ia c iô n  t ip ica .  NS^No s i gn i f i c a t i v e ,  *  -  P<0.05,  "  = P<0.01  * * *  = P<0.001
PQa
1,4
0,9 -
0,8 - 
0,7 - 
0,6 - 
0,5—
1987
_____I_____
1988
 I_____
1989
Anos
1990 1991
—- Tran#plante
Clorofilas totales
Oig/mg)
6 . 5 --------------------------------
6-
5 . 5 --------
5
4 . 5 -----------------------------------------------------------------------
4
3 ,5 -
3
2 . 5 ------------
2 -
1 . 5 --------------------  —
1 : :
0,5--------- ■---------'  ; --------- .
0' 1 "   '
1987 1988 1 98 9  1990 1991
Anos
°  Transplanta
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11,24, Enebral de Cinctorres
30TYK398977 800 m.s.m.
Sustra to
transplantes: Jun iperus oxycedrus 
autôctonos: Quercus ro tundifo lia
M uestras analizadas 
transplantes: 
autôctonos:
1989
4
1
1990
4
4
ndice de Feofit in izaciôn (PQa)
1988
transplantes." i , 4 3 ±o,o4 
auKDCtonos:
de eve/uc/P/i de/ POa de traesp/a/i/es = -0 .0 3 7
1989
1^7±a02
14^
1990
U25±aS4
^41+0.08
1991
1.39 + 0.05 
^3 7  + 0 07
Contenido en c lo ro f ilas  tota les (ug/mg de talo)
1988 1989 1990 1991
1.26±0.19 2.40± 0.26 1.91 +1.33 3.36+1.34
&01 3^2+1.38 2 ^ 6  + 1.32
transplantes:
autôctonos:
1991
4
4
P
' NS
P
NS
NS
DQ.SCii pp ipn: D eca im ien to  s ig n i f ic a t iv o  del PQa de tra n sp la n te s , si b ien
sô lo  se a lcanzan va lores m ed ios m oderadam en te  b a jos  en 1990.
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=Nc s ign i f i c a t i v e ,  *  =  P<0.05,  * *  =  P<0.01  ' * *  =  P<0.001.
PQa
1987 1988 1989
Anos
Transplant* + Autoctono
Clorofilas totales
(fjg/mg)
6 . 5 --------
6-
5.5
5 -------------------- “
4 . 5 -------------------------------------------------------
^  — - -O - - - g
m a2.5- ;  "
2 , K
1.5 *  .K1 - *
0 ,5 -  X
Ql---------- 1--------- 1--- ^ --------- 1
1987 1988 19 89  1990 1991
Anos
a Transplant* °  Aut6ctono
12,28, Los Carrascales
30TYK446899 1,080 m.s.m.
■Sustrato
transplantes: Pinus nigra 
autôctonos: Quercus ro tundifo lia
Muestras anal izadas 
t ransp lan tes : 
au tôc tonos :
Indice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988
t ra n s p la n te s ;  i .42 + 0.05
autôc tonos : i,44±o.04
1988
4
2
1989 
1.46 + 0.01
1989
4
1990
^42±0.02
1.36+0d3
1990
4
4
1991
1.34±a06 
1.36 + Ü04
Pend/ente de eve/ee/d/i de/ POa de f ree sp /a / i /ee  = -0 .0 3 3
Contenido en clorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
1.16+0.19 1.45+ 0.58 1.91 +0.88
3^,9±a29 - &74+Z51
transp lan tes :
au tôc tonos : 2 P l± a 7 2
1991
4
4
P
' NS
1991 P
1.92±C97 NS
NS
D eg^L ipç i.on : 21 d e c a im ie n to  s ig n i f ic a t iv o  del PQa de t ra n sp la n te s , no
d e b e  in te rp re ta rs e  co m o  s in tom a  de dano d a d o  que  se  t ra ta  de 
va lores ô p t im o s  de PQa, u n id o s  a una m uy l ig e ra  pendiente .
M é d i a t  D esv ia c iô n  t ip ica .  NS=Np s i gn i f i c a t i v o ,  '  -  P<0.05,  * *  =  P<0.01,  ' * *  =  P < 0 .0 0 l
PQa
1987 1 988 1989 1 990
Anos
^ T r a n t p l a n t »  + Autoctono
Clorofilas totales
Oig/mg)
5.5 c 
6
5 .5  
5 -
4 . 5 ---------------
4 -  -
3 .5 *
2 - - - - - -  t* _ "
* *1 ,5 -  - - - - .....................  %
1 -  ■ - - - K -  - -  - -  -  - K
0 .5 ----------------
0 ' 1 1------------------- 1----------------1
1987 1988 1989  1 990 1 991
Anos
*  Transplant* “ Autôctono
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13,27, Repetidor de Vallibona
31TBE464971 1,250 m.s.m.
Sustrato
transplantes: Pinus sy lvest r is  
autôctonos: Quercus taginea
■Muestras anal izadas 
transplantes: 
autôctonos:
-Indice de Feofit in izaciôn (PQa)
1
t ransplantes; 
autôctonos:
1.39± G. 1 1
1988
4
1989 
1.39±0 10
1989
4
1990
1990
4
1
1.36±0 07
1,44
Penô/'e/ite ôe evo/uc/ô/i ôe/ POa ôe tra/isp/a/ites
1991
l,22±0d 2 
1^2 + 0,02
Contenido en c lorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
1.07±0.10 1.84+ 0.72 2.38+0.92transplantes:
autôctonos:
1991
U92±a38
1.94 ±0.55
1991
2
3
P
NS
P
NS
NS
D esçnpç ipn : nq  se de tec tan  s in tomas de dano,
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ign i f i ca t i vo ,
PQa
1,1 -
1 -
0 ,9 -
0,8 -
0 ,7 -
0,6-
0,5'----
1987
_________ 1_________________ i_________________ i_____
1988 1989 1990
Anos
^ T r« n « p la rt* + Autoctono
1991
Clorofilas totales
(f/g/mg)
6.5  
6-
5 .5 -
4 .5  
4 -
3 .5 -  *  - .
J , S -  .  .  .  "  .  .  . ^
2 x 2
1.5  ^ ^  *
1 -  r  ^
0 ,5 -
0'   1-----------1---------1
1987 1988 19 89  1990  1991
Anos
*  Transplant* ° Aut6ctono
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14,25, Villarroya de los Pinares
30TYK0692 1.400 m.s.m.
Sustrato
transplantes:
autoctonos:
Pinus sy lvest r is
Juniperus oxycedrus
■Muestras anal izadas 1988
transplantes: 4
autoctonos: 4
■indice de Feof i t inizaciôn (PQa)
1988 1989
transplantes.' i.4G±0.0i 1.42+0.03
autoctonos: l .46 + 0.03 1.45+0.01
1989
4
4
1990
C43±0.01
1,43±0.01
1990
4
4
1991
^40 + a03 
^35 + 0.09
c/e ev^o/uc/o/i c/e/ POa c/e /caesp /an /es  = -0 .0  7/?
-Oontenido en clorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
transplantes: i .o 7±o .io  i .53± o .34 1.5 9 +0.47
autoctonos. 1.2 5 +0.19  0 .9 7 ±0.07  2 .25± 0.68
1991
2.28±0.92 
0.91 ±0.36
1991
4
4
P
NS
P
NS
NS
Desçripçion: Es tac iôn  con va lores op t im os  tan to  de c lo ro f i la s  co m o  de PQa. 
No se d e te c ta  ningùn s in tom a  de dano.
M é d i a t  D es v ia c iô n  t ip ica .  NS=No s ign i f i ca t i ve ,
PQa
199019891987 1988
Anos
^  Transplant* + Autôctono
Clorofilas totales
Oia/mg)
6. 5----
6-
5 .5 -
5 _  - - - - - - - -  -
4 . 5 -----------------------------------------------------------------------
4 -
3 .5
3--------------------------------  I
B2.5- -
-  : ; ■ I
1 - I f
0 . 5 --------------------------------------------------------  ■
o'----------'----------1---------- '--------- '
1987 1988 19 89  1990 1991
Anos
*  Transplanta “ Autéctono
15,26, Pena Cortada
30TY L336090 980 m.s.m.
■Sustrato
transplantes: Pinus halepensis 
autoctonos: Quercus ro tundito tia
Muestras ana lizadas 1988 1989 1990
t ran sp la n te s :  4 4  4
au toc tonos : 4 4 4
Ind ice  de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988 1989 1990 1991
t ransp lan tes . ' 1,44 + 0.03 1.4 5 ±0.02 1.28±0.30 1.37±0.06
au toc tono s :  1.44±0.02 1.46±0.01 1.38+0.06 1.35 + 0,09
PenP/ente de ev/e/uc/o/i de/ POa de /raaap/anrea = -0 .00P
- Contenido en c loro f i las totales
, . 1988t ran sp la n te s :
au toc tonos : 2 .5 2 +0.78
(ug/mg de
1989
1.60± 0.28 
4. 14±0.77
talo)
1990
2.35+0.86
3.03±0.62
1991
2.59 + 0.72 
2.81 ±0.73
- Des or loci on:
1991
4
4
P
NS
P
NS
E stac ion  en la que no se d e te c ta n  s in tom as  de dano.
Las d ife ren c ia s  s ig n i t ic a t iv a s  en a u to c to n o s  se de be n  a los 
e levados va lo res re g is t ra d o s  en am bas va r iab les  de respues ta  
en 1989.
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ign i f i c a t i v e ,  *  =  P<0.05,  * *  =  P<0.01  * * *  =  P < 0 . 0 0 l
PQa
1987 1988 1989 1990
Anos
—  Transplant* + Autoctono
Clorofilas totales
iitglmg)
6.5  
6-
5 .5 -
5 -
4 . 5 --------------------------------
4 a -
3.5- - - - “........... B "Y: ::: ::U ::::
2 % o
a K
1 .5 -  « H
1--------" "
0 ,5 -
1987 1988 19 89
Anos
1990 1991
*  Transplanta ° Aut6ctono
16, La Estanca
30TYL369484 300 m,s,m.
Sustrato
transplantes: Soporte de madera
autoctonos:
luestras anal izadas 
transplantes: 
autoctonos:
1988
4
1989
3
1990
4
ndice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988
transplantes." 
autoctonos:
c/e ei/o/uc/dn c/e/ POe c/e tca/isp/a/i /ee = -0 .0 5 3
1.46±0.02
1989
1.38+0.07
1990
1.38±0.08
1991 
1.26± 0.25
1991
4
P
NS
Contenido en clorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990 1991
1.16 + 0.39 1.17± 0.76 1.13±1.13 1.64+1,43t ransplantes:
autoctonos:
P
NS
- Descr ipp ipn , Es tac iôn  de la red au tom ât ica  de ENDESA, en la que no se
o b se rva  deca im ien to  s ig n i f i ca t i ve  en n inguna de las va r iab les  
de respuesta .
M e d i a ±  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s i gn i f i c a t i v e ,  *  =  P<0.05, ** = P<0.01  =  P<0.001
PQa
19901987 1988 1989
Anoo
Transplant
Clorofilas totales
Oig/mg)
6 . 5 -------------------------------------------------------
6-
5. 5----------------------------------------
5 -
4 ,5 -
4-
3. 5---------------------------
3
2 . 5 ------------------------------------------------------ °
2 . "
1 . 5 ----------------------------------------------------
,  ! . .
0.5 .
qI-----------1----------1---------1----------f
1987 1 988 1 98 9  1 990 1 991
Anos 
“ Transplants
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17, Foz Calanda
30TYL247349 500 m.s.m.
Sustrato
transplantes: Soporte de madera
autoctonos:
Muestras anal izadas 
transplantes: 
autoctonos:
Indice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988
transplantes." i .4 6±0.02 
autoctonos:
1988
4
1989
1989
4
1990
1.45+0.01
1990
4
1,44 + 0.02
Pencf/ente c/e eve/uc/én e^ e/ PQa c/e ^raesp/a/i/ee =-0.026
1991
1.36±0.09
1991
4
P
NS
Oontenido en c lorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
t ran sp la n te s :  1,26±0.19 1.49+0.36 1.95+0.96
autoctonos: _
1991
1.37+0.82
P
NS
- DdS.PüPPiQn:2staciôn de la red automatica de ENDESA (Monagrega) en laque 
no observa decaim iento s lgn if ica t ivo  en ninguna de las variables 
de respuesta.
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t fp ica.  NS=No s ig n i f i c a t i v e .  * = P<0.05.  * *  =  P<0.01  * * *  =  P < 0 .0 0 l
PQa
1987 1988 1989 1990
Anos
^Transplant*
Clorofilas totales
(fig/mg)
6 . 5 ------------
6
5 . 5 ----------------------------------------------------
5 -
4 . 5 --------------------
4 -
3 .5
3 -  °
2 . 5 ----------------
2 -  “  ■
1.5 -  " ' Î  • "
 ---------- • • . .
0 ,5 -  ■
O'------------------ '-------------- '-------------------'---------------'
1987 1 988 1 9 8 9  1990 1 991
Anos 
" Transplant*
45
18, Torre Mirô
30TYL479045 1.175 m.s.m.
-Sustrato
t ransplantes:
autoctonos: Quercus rotundifo l ia
■Muestras anal izadas 1988
transplantes:
autoctonos: 2
ndice de Feof i t in izaciôn (PQa)
1988t ransplantes;
autoctonos: 1,4110.04
1989
1,4410.01
1989 
4
1990 
1.46+0.02
Pe/id/e/i /e de ei/e/ue/én de/ PQa de fra / isp/a / i /es^
Contenido en c lorof i las totales (ug/mg de talo)
1988 1989 1990
transplantes:
autoctonos:
1990
4
1991
1.4110.02
1991
3.98±0.723.20±0.97 4,3010.58 5 .2 2 H .5 5
OescriQçlQn: Es tac iôn  con va lores ô p t im os  de PQa y muy e levados
co n te n id o s  en c lo ro f i las .
1991
4
P
' NS
P
NS
Nota: Los valores de 1988 ooresponden a las médias de los transplantes realizados.
M é d i a t  D e s v ia c iô n  t ip ica .  NS=No s ig n i f i c a t i v e .  *  =  P<0.05.  * *  =  P<0.01.  * * *  =  P<0.001
PQa
1.5
1,4
1,3
1,2
1.1
0 .9
0,8
0.7
0.6
0.5'—
1987
_L
1988 1989  
Anos 
° Autéctono
1990 1991
Clorofilas totales
Oig/mg)
7 4^
6 . 5 --------------------
6
5 . 5 --------
8
4 . 5 --------------------
4 _  ^ - g- - - - - - - - -  -B
3. 5--------------------- “
3 . - . «
2. 5 ----------- a
2-
1 . 5 ------------------------------------
1 -
0 ,5
0 '------------------------------ ' ' '-------------------------------
1987  1988 1 9 8 9  1 990 1991
Anos
° Autéctono
PQa
1.66
1.49
1.32 12 9
1.15
0.98
I
0.81
0.64
60 1 2 4 53
Clorofilas totales ()j.g/ mg de talo) 
media ± error tfpico
F.gura 33. Distribucion de las estaciones de muestreo segun sus correspondientes
valores medios de contenido en clorofilas y PQa, en 1988.
5.3.2. Anâtisis de la evoluciôn tempera!
En lo que se refiere al Indice de Feofitinizaciôn (PQa), los valores registrados en 
la primera campana, junio de 1988, fueron homogéneamente ôptimos. No sôlo en 
aquellos ejemplares transplantados, procedentes todos ellos de la estaciôn control 1- 
Selas, cuyo valor medio de PQa fué de 1 .44±0.02, sino también en los ejemplares 
autôctonos (recogidos en 19-Fuentespalda, 20-Ermita de San Albert, 21-Castell de 
Cabres, 22-Herbés, 25-Villarroya de los Pinares, 26-Pena Cortada y 28-Los 
Carrascales), en los que se observaron médias que oscilaban entre 1.39 y 1.46, 
valores que deben interpretarse como una adecuada proporciôn entre clorofila a y 
feofitina a. No se detectô, por tanto, feofitinizaciôn de clorofilas atribuible a la acciôn 
perjudicial de agentes acidificantes, ni en los que en este ano se transplantaban al Area 
de estudio, ni en los que allf crecfan de forma natural.
Sf se detectaron, por el contrario, desde esta primera campana, diferencias 
poblacionales en cuanto al contenido en clorofilas totales (P <0.0001). Las muestras 
procedentes de 1-Selas presentaban contenidos que oscilan entre 0.9 y 1.7 //g de 
clorofila a + b/mg de talo liquénico. En contraste, las muestras autôctonas del 
Maestrazgo y Puertos de Morella, duplicaban estos valores, estando comprendidos sus 
contenidos medios entre 2.0 y 3.6//g/mg. Los ejemplares autôctonos procedentes de 
25-Villarroya de los Pinares, cuyo contenido medio era de 1.26 /yg/mg, se 
encuadraban con aquellos procedentes de 1,Selas y distaban de los valores propios 
de los autôctonos del Maestrazgo. En la Figura 33, contrasta la gran homogeneidad 
en cuanto a PQa con la dispersiôn en relaciôn al contenido en clorofilas. En funciôn 
de los contenidos en clorofilas totales, el grupo de los transplantados y autôctonos de 
Villarroya de los Pinares se segregaba de los autôctonos de las estaciones del 
Maestrazgo y Puertos de Morella.
Un ano mâs tarde, en junio de 1989, se observô que los valores medios de PQa
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se segufan manteniendo constantes entre 1.37 y 1.47, salvo cuatro excepciones: 7- 
Castell de Cabres, 9,23-Corachar, y 10-Pico del Aguila. De ellas, sôlo 10-Pico del 
Aguila, decafa significativamente (P<0.05) respecte al resto de las estaciones 
muestreadas, tanto en PQa como en contenido en clorofilas. Entre las causas que 
determinaban la ausencia de talos autôctonos en esta estaciôn deben hallarse las que 
justifican la fuerte caida en un ano de un PQa ôptimo de 1.45 ±0.01 a un valor 
1 .1 2 ±0 .3 0  que dénota una acentuada feofitinizaciôn de las clorofilas.
En Corachar, no se encontraron ejemplares creciendo sobre pino, en la campana 
de junio de 1988, dada su baja frecuencia; en junio de 1989, se recogieron 3 
muestras sobre pino que aunaban un elevado contenido en clorofilas, propiô de los 
ejemplares autôctonos de este territorio, con valores de PQa (1.01 ±0.25), 
significativamente inferiores a todos los registrados en esta campana, con la 
excepciôn de 10-Pico del Aguila (P<0.05). Los ejemplares transplantados en Corachar 
presentaban una media inferior a la del ano anterior, si bien este descenso no fué 
significativo (de 1 .43±0.05 a 1.30±0.09).
Las muestras procedentes de Castell de Cabres presentaron un marcado 
contraste entre transplantes y autôctonos. Mientras los valores de PQa de talos 
transplantados bajaban desde un PQa medio de 1.45, en el ano 1988, a 1.26, en 
1989, los valores correspondientes a ejemplares autôctonos prâcticamente se 
mantuvieron (de 1.46 a 1.41). Parece poco probable que esta divergencia en la 
respuesta sea atribuible al efecto del transplante dado que no se observô en ninguna 
de las demâs estaciones de muestreo. Por otra parte, la mayor capacidad neutralizante 
de la corteza de Quercus faoinea. forôfito sobre el que se desarrollaban los ejemplares 
autôctonos, podrfa estar amortiguando el efecto de agentes acidificantes que s\ se 
manifestarfan en los transplantes sobre Pinus niera.
La estrecha proximidad geogrâfica de las très localidades mencionadas (Castell 
de Cabres, Corachar y Pico del Aguila) con una sintomatologia semejante, conduce a
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pensar que debfa estar actuando un agente comûn, causante del decaimiento liquénico 
observado.
En cuanto a contenido en clorofilas totales se segufa observando, al igual que 
en la campana anterior, que de las 8 estaciones de ejemplares autôctonos incluidas 
en el Maestrazgo, 6 presentaban valores significativamente (P<0.05) més altos que 
la mayor parte de los transplantados, y que los autôctonos de 1-Selas y de 25- 
Villarroya de los Pinares.
Valorando conjuntamente ambas variables de respuesta, se pueden diferenciar 
très tendencies (Fig. 34):
1. Area de posible riesgo de dano por contaminantes àcidos: Estaciones que 
acusaron un descenso en el valor medio de PQa, alcanzando valores inferiores 
a 1.30: 7-Castell de Cabres, 9,23-Corachar y 10-Pico del Aguila (sôlo en 23 y 
10 resultaron ser significativamente mâs bajos que en el resto de las estaciones 
muestreadas en 1989).
2. Estaciones con valores ôptimos de PQa:
2.1 Con bajo contenido en clorofilas: la mayorfa de los restantes 
transplantes, 1-Selas, 25-Villarroya de los Pinares, 21-Castell de 
Cabres, 22-Herbés.
2.2 Con alto contenido en clorofilas: 18-Torre Mirô, 19- 
Fuentespalda, 20-Ermita de San Albert, 11,24-Enebral de 
Cinctorres y 26-Peha Cortada.
La panorâmica descrita hasta ahora se corresponde, en Imeas générales, con la 
que se observô posteriormente en la campana desarrollada en julio de 1990. Las 
bajadas que fueron estadfsticamente significatives en los valores de PQa trente a los 
registrados en la campana anterior en estaciones como 12-Los Carrascales o 25- 
Villarroya de los Pinares, en las que la reducciôn es de 1.46 a 1.44 y de 1.45 a 1.43 
respectivamente, no fueron significatives desde el punto de vista fisiolôgico. En otras
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Figura 34. Distribuciôn de las estaciones de muestreo segun sus correspondientes
valores medios de contenido en clorofilas y PQa, en 1989.
palabras, considerando que por definiciôn el PQa varia desde 1.48 a 0.53, una bajada 
de dos centésimas en el indice no puede ser interpretada como sintoma de 
decaimiento fisiolôgico. Por el contrario, en las muestras de talos autôctonos de 26- 
Pena Cortada se registrô una caida de PQa que aunque seguia permaneciendo en torno 
a valores ôptimos, se correspondia con la de los transplantes, no significativa 
(P>0.05) pero mucho mâs acusada (de 1.45 a 1.28) y estaba acompanada de un 
incremento en clorofilas (de 1.596//g/mg liquen a 2 .350 //g/mg liquen). Es interesante 
destacar como la mayor degradaciôn de clorofilas a feofitinas entre las estaciones 
control se registrô en los transplantes sobre pino en 3-San Pabio de los Montes trente 
a los valores ôptimos registrados sobre roble en 2-San PabIo de los Montes.*
En cuanto a la evoluciôn del ârea de riesgo, esbozada ya en 1988, en el anâlisis 
correspondiente a 1990, 10-Pico del Aguila y 7-Castell de Cabres se confirmaron 
como las estaciones mâs afectadas, si bien la caida con respecto a junio de 1989 no 
fué significativa. Al haberse destruidos dos transplantes en el periodo que sépara la 
campana de 1989 de la da 1990, los bajos valores registrados en 7-Castell de Cabres 
deben interpretarse con cautela, dado que responden a tan sôlo dos muestras. En la 
tercera localidad de este ârea, Corachar, se agotaron los escasos ejemplares que 
crecfan espontâneamente sobre pino. Por ello, se optô por recolectar muestras de 
ejemplares autôctonos procedentes de Crataeaus monoovna. dado que este forôfito 
présenta un valor de pH de corteza semejante al registrado en Pinus svivestris. En 
estos ejemplares se observô una marcada diferencia respecto al valor medio de PQa 
registrado en la campana anterior (de 1.01 en 1989 a 1.33 en 1990). Atendiendo a 
la homogeneidad del pH de la corteza de ambos forôfitos, cabrfa interpretar este 
ascenso como una recuperaciôn trente a anteriores campahas, sin embargo, el pH no 
es la unica variable a considerar y la diferencia de sustrato pone en duda la 
comparabilidad entre los resultados obtenidos en la campana de junio de 1989 y los 
de la campana de julio de 1990. Los talos transplantados en esta misma localidad
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mantuvieron su PQa moderadamente bajo.
Las estaciones 8-Herbés, 4-Casa el Forestal y 6-Ermita de San Albert acusaron 
una reducciôn de PQa, hecho que se une a su proximidad geogrâfica al ârea mâs 
afectada (Pico del Aguila-Castell de Cabres), por lo que su evoluciôn debe ser objeto 
de especial atenciôn. En conclusiôn, la caida mâs pronunciada en los valores de PQa 
parece restringirse a estaciones geogrâficamente prôximas (10-Pico del Aguila, 7- 
Castell de Cabres) rodeadas por otras que inician un ligero declive.
En la Figura 35, se resume grâficamente lo observado en la campana de julio 
de 1990, esto es, una tendencia hacia valores mâs elevados de contenido en 
clorofilas, una mayor varianza entre las estaciones con ejemplares transplantados y 
la confirmaciôn de 10-Pico del Aguila y 7-Castell de Cabres como las estaciones mâs 
afectadas en contraste con el ascenso de 23-Corachar.
La inercia de un sistema a permanecer en un estado de equilibrio, se manifiesta 
cuando al sufrir éste una perturbaciôn externa, no todos los elementos del sistema 
responden homogéneamente, sino que por el contrario, se détecta un incremento de 
la dispersiôn en las variables que caracterizaban el estado original de dicho sistema. 
Este fenômeno se reflejaba en la muy baja desviaciôn tfpica de los valores de PQa de 
los Ifquenes transplantados en 1988, que respondfa a una situaciôn de equilibrio en 
la poblaciôn de Anaptvchia ciliaris en el quejigar de Selas. Igualmente estables 
aparecfan los ejemplares autôctonos del ârea de estudio, en cuanto a PQa se refiere, 
en esta primera campana. El transplante es, sin duda, una perturbaciôn de las 
condiciones iniciales de equilibrio. A lo largo de las campanas sucesivas, 1989 y 
1990, los ejemplares transplantados evolucionaron hacia un nuevo equilibrio. Esta 
evoluciôn no sôlo se reflejô en la variaciôn de sus valores medios de PQa o contenido 
en clorofilas totales, sino que fué acompanada de un incremento de las desviaciones 
tfpicas, o dicho de otro modo, los aumentos de desviaciones tfpicas podrfan 
interpretarse en muchos casos como situaciones de cambio o de baja estabilidad.
150
PQa
1 .6 6
1.49
281.32
1.15
0.98
0.81
0.64 —
4 62 3 50 1
Clorofilas totales ( |tg/mg de talo)
media ± error tfpico
Figura 35. Distribucion de las estaciones de muestreo segun sus correspondientes
valores medios de contenido en clorofilas y PQa, en 1990.
El nûcleo correspondiente a los ejemplares procedentes de Selas que se 
observaba claramente en 1988 (con valores de PQa en torno a 1.4 y contenido en 
clorofilas prôximo a 1.5 /yg/mg), se fué desdibujandoen las campanas de 1989, 1990 
y especialmente, de 1991. En 1991, se apreciaba una baja dispersiôn de los valores 
de ôptimos de PQa de todas las estaciones con ejemplares autôctonos y la mayorfa 
de los transplantados frente a la elevada dispersiôn en las estaciones con bajos valores 
de PQa. Esta tendencia hacia valores bajos de PQa (inferiores a 1.3, y en muchos 
casos a 1.2), caracterizaba el Area de Riesgo de dano potencial por contaminantes 
âcidos. La estaciôn que permanece como centro de ese ârea desde 1989 hasta 1991 
fué 10-Pico del Aguila. La estaciôn 9-Corachar presentaba un lento pero significativo 
(P<0.01) decaimiento de su valor medio de PQa a lo largo de los cuatro anos de 
seguimiento (1.43-1.30-1.26-1.04), hasta formar parte con la estaciôn 10 de ese 
centro de Area de Riesgo. La estaciôn 7-Castell de Cabres, presentaba una muy 
marcada recuperaciôn, si bien, tal como se ha dicho, este resultado debe ser 
interpretado con precauciôn dado el pequeho tamaho de muestra.
De aquellas estaciones geogrâficamente prôximas, sôlo 6-Ermita de San Albert, 
no sôlo mantuvo su tendencia hacia valores de PQa mâs bajos, sino que este 
moderado decaimiento fué acompanado de una fuerte desviaciôn tfpica. Las otras dos 
estaciones que se apuntaban en 1990, 4-Casa de Forestal y 8-Herbés, presentaron 
valores ôptimos de PQa en 1991.
En conclusiôn, tras la campana de 1991, las très tendencies esbozadas a lo 
largo de este seguimiento aparecfan de la siguiente forma (Fig. 36):
1. Area de posible riesgo de dano por contaminantes âcidos: Estaciones con
bajos valores medios de PQa ( < 1.2): 9-Corachar y 10-Pico del Aguila.
2. Estaciones con valores ôptimos de PQa:
2.1 Con bajo contenido en clorofilas: Este nûcleo cada ano menos 
definido, a causa de la acomodaciôn de los transplantes a sus nuevas
151
condiciones, sigue contando con 1-Selas, 25-Villarroya de los Pinares y 
22-Herbés.
2.2 Con alto contenido en clorofilas: 18-Torre Mirô, 20-Ermita de San 
Albert, 11,24-Enebral de Cinctorres y 26-Pena Cortada.
Tal como se ha comentado en el capftulo 5 .2 .1.2, el coeficiente de correlaciôn 
entre PQa y contenido en clorofilas y su significaciôn, ha sido propuesto como 
indicador de dano por contaminantes âcidos. El aumento del coeficiente de correlaciôn 
y de su significaciôn, no debe interpretarse como una generalizaciôn del dano por 
feofitinizaciôn, ni como un incremento en el numéro de estaciones afectadas. Por el 
contrario, una mayor correlaciôn indicarfa que aquellas estaciones con valores 
inferiores de contenido en clorofilas, presentan ademâs una mayor proporciôn de 
feofitina frente a clorofila, o dicho de otro modo, en esas estaciones -y sôlo en ellas- 
el descenso en clorofilas podrfa ser debido a su degradaciôn a feofitinas. Igualmente 
el aumento de la correlaciôn también implica que las estaciones con altos valores de 
contenido en clorofilas presentan valores de PQa elevados. A la luz de esta 
interpretaciôn, los valores recogidos en la Tabla 26, reflejan un buen estado de los 
ejemplares transplantados en 1988, al no haber correlaciôn significativa entre PQa y 
contenido en clorofilas. Sin embargo, tras el primer periodo (junio de 1988 a julio 
1989) se observô un incremento del coeficiente hasta el 80%, lo que significa que en 
determinadas estaciones hubo una acusada degradaciôn de clorofilas a feofitinas, 
mientras que otras mantuvieron sus contenidos y PQa elevados. El segundo pico de 
correlaciôn de los transplantes y el ûnico significativo del conjunto de muestras 
analizadas, en 1991, viene determinado por una mejor definiciôn de las estaciones, 
es decir, se desdibuja el grupo original de los transplantes para perfilarse un grupo de 
estaciones con bajos valores en ambas variables frente a estaciones con elevados 
contenidos de clorofilas -como es propio de las estaciones del Maestrazgo- y altos
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valores de PQa.
Tabla 26
Correlaciôn entre contenido en clorofilas y PQa
1988 1089 1990 1991
Transplantes;
*
Coeficiente de 
correlaciôn
0*247 0.808 0*388 0.719
Kivel de confianza 0*394 0*0002 0*153 0*003
de valores medios 14 16 15 15
Global:
Coeficiente de 
oorrelacidn
-0*311^ 0*^ 320- *0*390- 0*693 - ' '
Nlvel de confianza 0.160 0.111 0.049 0.001
de valores medios 22 26 26 26
Efectos de! transplante de talos llquénicos
Tras los cuatro anos de estudio, es preciso destacar algunas consideraciones 
metodolôgicas sobre el transplante de talos llquénicos de la especie Anaptvchia
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ciliaris.
Desde el punto de vista de la evoluciôn del PQa, més que un dano global de los 
transplantes, donde la diferencia entre estaciones se limitan'a a la velocidad con que 
cada juego de cuatro transplantes sufre un dano irreversible, en realidad lo que se 
observaba era un numéro elevado de estaciones que se manteman en valores medios 
de PQa ôptimos (>1 .30), comparables a los registrados en la poblaciôn original, la 
cual no se hallaba presuntamente sometida a ningùn tipo de estrés ambiental. Entre 
ellas, algunas, como 14-Villarroya de los Pinares, no manifestaron variaciôn 
significativa a lo largo de todo el seguimiento, otras, como 12-Los Carrascales, dada 
la muy reducida dispersiôn de los valores registrados, presentan variaciôn significativa 
(P<0.05) sin que ello sea sfntoma de un decaimiento fisiolôgico, como ya se ha 
comentado.
En cuanto a los contenidos en clorofilas, el hecho de que los valores sean mâs 
elevados en aquellos ejemplares que crecen en la Comarca del Bajo Maestrazgo y 
Puertos de Morella que en los contrôles y transplantes, puede atribuirse a muy 
variadas causas: diferencias poblacionales, nutricionales, condiciones de iluminaciôn, 
etc. Los talos de Anaptvchia ciliaris transplantados en este ârea tendieron a 
incrementar su contenido en clorofilas (Fig. 37). En cualquier caso, esta tendencia 
parece manifestarse de forma menos concentrada desde el punto de vista geogrâfico, 
que la disminuciôn de los valores de PQa. Sin embargo, no puede descartarse la 
posibilidad de que estos niveles mâs elevados sean debidos a bajas concentraciones 
de contaminantes en el ârea. Trabajos recientes detectan una correlaciôn positiva 
entre el incremento en contenido en clorofilas totales en Ifquenes y la proximidad a 
nûcleos urbanos (Arb & Brunold 1990; Arb et al. 1990). Otros autores describen un 
incremento en clorofilas tras fumigaciones controladas con ozono y ôxidos de 
nitrôgeno, (Ellin & Seaward 1989) o tras la exposiciôn a contaminantes nitrogenados 
(Kauppi 1980a).
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Figura 36. Distribuciôn de las estaciones de muestreo segun sus correspondientes
valores medios de contenido en clorofilas y PQa, en 1991.
Efecto del transplante de especimenes 
de Selas al Maestrazgo.
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Figura 37. Variaciôn de la concentraciôn de clorofilas en ejemplares de Anaptychia 
ciliaris trasplantados al àrea de estudio. Los contenidos en clorofilas tienden a 
valores màs prôximos a los registrados en los ejemplares autôctonos del 
Maestrazgo.
Al cabo de cuatro anos de haber realizado los transplantes, se constata en 
algunas de las estaciones, que las clorofilas de ejemplares transplantados no se 
feofitinizan, e incluso parecen responder a una acomodaciôn a la nueva situaciôn. De 
lo cual debe concluirse que la evoluciôn esperada de un talo transplantado, no 
necesariamente responde a una cinética lineal de decaimiento sino que puede 
manifester sucesivos cambios tal como corresponde a un organisme que se mantiene 
active.
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5.3.3. Anâlisis de la variaciôn espacial de los transplantes: Areas de Riesgo
Utilizando exclusivamente la informaciôn correspondiente a ejemplares 
transplantados y como variable de respuesta el PQa, puede plantearse no sôlo su 
evoluciôn temporal sino en qué medida ésta se corresponde con la localizaciôn 
geogrâfica de las estaciones y con la topograffa de la regiôn. En la Figura 38 se recoge 
la superficie de respuesta del PQa de ejemplares transplantados en el cuadrado de 
aproximadamente 75 Km de lado que se ha definido como ârea de estudio.
Aun teniendo présente que, tal como se comentaba en el anterior epfgrafe, la 
respuesta de los transplantes no es lineal, se ha considerado que la forma rnâs 
objetiva de resumir la variaciôn del PQa de los transplantes a lo largo de los anos, es 
considerar la pendiente de la recta de regresiôn, que relaciona al PQa, como variable 
dependiente, con el ano en que tuvo lugar la campana de recogida de muestras (véase 
el capftulo 5.3.1).
La Figura 39, recoge la dimensiôn espacial de la pendiente de decaimiento del 
PQa de los transplantes. A pesar de la baja densidad de estaciones de muestreo por 
unidad de superficie y de que su distribuciôn no es regular, se observa como las 
pendientes no se distribuyen de forma aleatoria, sino que por el contrario reflejan un 
gradiente hacia valores mâs negatives (decaimientos mâs pronunciados del PQa) hacia 
el Este del area de estudio. De esta forma, se puede acotar un ârea de riesgo de dano 
potencial por contaminantes âcidos, con pendientes inferiores a -0.090.
Para calibrar la significaciôn de los valores de las pendientes de decaimiento del 
PQa, es preciso considerar que las estaciones control 2,3-San Pabio de los Montes, 
con valores de inmisiôn de SQg de fondo, presentaban valores de pendiente de - 
0.051 y -0.032 respectivamente. Teniendo en cuenta estos valores, puede concluirse 
que en parte del ârea de estudio no se detectan sfntomas de dahos por contaminantes 
âcidos (como ocurre en las inmediaciones de Villarroya de los Pinares), o si se
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Figura 38. Superficies de respuesta del PQa de los ejemplares trasplantados al area 
de estudio, correspondientes a cada una de las campahas del seguimiento. Los ejes 
X e Y representan los lados de 75 Km del cuadrado estudiado; el eje Z recoge los 
valores del PQa. Se aprecia la dimensiôn espacial del decaimiento diferencia! de la 
variable de respuesta.
Figura 39. Mapa de Areas de Riesgo basado en los valores de las pendientes de 
decaimiento del PQa de ejemplares trasplantados.
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detectan, a medida que nos acercamos al àrea de riesgo, estos sintomas son 
comparables a los registrados en la estaciôn tomada como control, en la provincia de 
Toledo, donde se registraban valores medios inferiores a 6.0//g SOg/m^.
El àrea de riesgo que se describe, concuerda con los resultados obtenidos en 
anteriores estudios, que detectaban una menor vitalidad, o una mayor pobreza en 
Ifquenes, hacia el SE de la Central Térmica Teruel, coincidiendo con los vientos 
dominantes.
En septiembre de 1986, se realizô un anâlisis de la situaciôn de las clorofilas de 
ejemplares autôctonos de Anaptvchia ciliaris en un àrea màs reducida que la del actual 
estudio, pero con una mayor densidad de estaciones de muestreo. Ambos mapas, el 
elaborado en 1986 y el que resume el seguimiento desde 1988 a 1991, coinciden en 
sehalar que el àrea de mayor riesgo, se centraba en Corachar y Pico del Aguila (Fig. 
40).
5.3.4. Elaboraciôn de un modela de respuesta: Posibles causas de! decaimiento de! 
PQa
La relaciôn entre el gradiente espacial establecido por las pendientes de 
decaimiento del PQa y la topograffa compleja de la regiôn estudiada, se reprœenta de 
forma gràfica en la Figura 41. En ésta se observa cômo el àrea de riesgo coincide con 
las sierras que corren paralelas a la costa y màs concretamente con las estribaciones 
al Suroeste de la Sierra de Montenegreto y el Encanadé. A la vista de la proximidad 
geogrâfica entre las estaciones con un decaimiento màs pronunciado del PQa y de la 
correspondencia entre el àrea de riesgo que aquellas determinan y la topograffa, cabe 
plantear qué variables ambientales determinan la sintomatologfa observada en los 
ejemplares transplantados.
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Para encontrar qué agentes podian explicar mejor la variaciôn del PQa 
observada, se realizô un anâlisis de selecciôn progresiva de variables partiendo de un 
juego de diez:
- Campana: Ano de recogida de las muestras.
- Inmisiôn de SOg (//g/m^): se consideraron los datos procedentes de la estaciôn 
de San Pabio de los Montes cedidos por el Centro Nacional de Sanidad Ambiental, y 
en el ârea de estudio, aquellos procedentes de las estaciones de la red de vigilancia 
de la contaminaciôn atmosférica de la Empresa Nacional de Electricidad S.A., en las 
inmediaciones de la C.T. Teruel y en el Maestrazgo, facilitados por ENDESA.
Estos datos se procesaron como inmisiôn media de SQg y percentil 98 en el 
periodo comprendido entre campana y campana, y percentil de 98 y media de 
inmisiôn de SQg en el otono e invierno anterior a la recogida de las muestras.
- Precipitaciôn total (mm)
- Numéro de dfas de Iluvia
- pH del agua de Iluvia
- altitud sobre el nivel del mar (m.s.m.)
Tras el anâlisis sôlo se seleccionan como variables con valor explicativo 
significativo, "campana", "numéro de dfas de Iluvia" y "precipitaciôn tota l". Con estas 
variables se ajustô un modelo mediante Regresiôn Multiple (Tabla 27).
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Figura 40. El territorio estudiado en 1986 (mapa inferior), inciuido dentro del 
considerado en el actual seguimiento (mapa superior), fue dividido en "Areas de 
Feofitinizaciôn" (en numéros romanos) basadas en los valores del PQa de talos 
autôctonos procédantes de distintos forôfitos (Quercus spp. O'.Pinus spp.Q 
Juniperus oxycedrus □  ; ).
Figura 41. Solapamiento del Mapa de Areas de Riesgo con el levantamiento 
topogréfico de la zona de estudio. Los valores en el piano superior se corresponden 
con las pendientes de decaimiento del PQa. Los numéros de las estaciones de 
muestreo aparecen en el piano inferior. En ambos mapas se localize la posiciôn de 
la C.T. Teruel.
Tabla 27
Modelo para la variaciôn de! PQa de transplantes
Variable
IMepeadleate
coeficlente S + E, Uivel de 
eignifioacidn
Constante 108,10 26,34 0+0002
campana -0 + 05 0 ,01 0,0002
Preoipitaoibn total "'0,6E—5 3,78-6 0+0001
dias de lin via 1+3E-3 4,OE-4 0,0016
Las variables seleccionadas resultaron ser muy altamente significatives y entre 
las très explicaban el 60% de la variabilidad del PQa.
En el modelo, se observé une relaciôn inversamente proporcional entre el peso 
del tiempo y el PQa. El hecho de que se baya seleccionado la variable "campana", 
implica que la respuesta liquénica medida como PQa, es une respuesta acumulativa, 
esto es, no es independiente el valor observado un ano del valor observado el 
siguiente. Las causas del decaimiento que se reunen bajo ese "paso del tiempo" 
pueden ser de mdole muy diverse, pero en cualquier caso no se trata de causas 
puntuales o episôdicas, sino de agentes persistentes que actüan paulatinamente sobre 
el estado fisiologico de los transplantes.
El numéro de dfas de Iluvia y la precipitaciôn total, tienen un efecto 
contrapuesto. Mientras que a medida que aumenta el primero el PQa tiende hacia 
valores mâs elevados, la precipitaciôn total favorece la feofitinizaciôn de las clorofilas.
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El efecto estimulante, o al menos protector, de una mayor frecuencia de 
precipitaciones podna estar relacionado con un mayor numéro de ciclos de secado del 
talo liquénico y por ello, un més largo periodo de actividad metabôlica, lo cual podrfa 
favorecer la reconstrucclôn de los danos en el aparato fotosintético.
El hecho de que una variable sea deshechada durante el proceso de selecciôn, 
implica que o bien no esté involucrada como causa déterminante de la respuesta, o 
bien que no se trata de una relaciôn lineal simple la que vincula a ambas variables.
Quizés esta sea la causa por la que no aparece como significativa la relaciôn 
entre el PQa y el pH del agua de Iluvia. Valores superiores a 6.5, no inducen 
feofitinizaciôn de clorofilas in vivo, y por ende no modifican el PQa. La alta 
significaciôn, en el modelo, de la precipitaciôn total como variable déterminante del 
decaimiento del PQa, podrfa ser debido, no sôlo a una mayor intensidad de lavado del 
talo liquénico, sino también a una respuesta trente a valores de pH moderadamente 
bajos. Los valores més bajos de PQa se observan de forma exclusiva allf donde el pH 
del agua de Iluvia caida es inferior a 6.0. Situaciones como la observada en las 
estaciones 16-La Estanca y 17-Foz Calanda, en las que los niveles de inmisiôn de 
SOg, eran cinco veces superior en la segunda que en la primera (3//g/m^ trente a 
15/yg/m^, respectivamente) sin que se observera un decaimiento significativo de los 
transplantes en ninguna de las dos, podrfan sin embargo explicarse teniendo en cuenta 
que la precipitaciôn en ambas présenta un pH medio superior a 7.
Tanto si esté el pH de las precipitaciones implicado en la respuesta como si no, 
lo cierto es que la disposiciôn de las éreas de riesgo coincide, a grandes rasgos, con 
el mapa de la precipitaciôn total recogida durante el periodo de realizaciôn del 
seguimiento. Tal como se describiô anteriormente (véase el capftulo 4.2. 
Caracteristicas dei ârea de estudio), Calanda o La Estanca no sôlo estén en situaciôn 
de sombra de Iluvias, sino que ademés su condiciôn de depresiôn topogréfica 
détermina que en estos ültimos ahos no se hayan superado los 380 mm. Localidades
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como Villarroya de los Pinares o Morelia, a pesar de encontrarse a mayor altitud, se 
orientan hacia el interior, por lo que se han recogido como valores medios mâs 
elevados 546 y 828 mm respectivamente. Es en la falda de las sierras costeras 
enfrentada al mar, donde las brisas humedas descargan. Asf, en la Puebla de Benifasar 
la precipitaciôn total se eleva hasta valores medios de 1.436 mm. Y son precisamente 
estas exposiciones las que coinciden con los valores mâs acusados de decaimiento del 
PQa.
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DISCUSION GENERAL
6. Discusiôn genera!
A la vista de los resultados obtenidos en la optimizaciôn del método de 
evaluaciôn de clorofilas (capftulo 5.1.1), se concluye que, cuando se analizan 
ejemplares pertenecientes a especies con sustancias liquénicas, es recomendable el 
uso del procedimiento propuesto para la extracciôn en DMSO, con el fin de evitar 
interferencias en el espectro de absorciôn de las clorofilas, asf como la degradaciôn 
de los pigmentos durante el proceso de extracciôn. En el caso de que la extracciôn se 
realice en DMSO, para la cuantificaciôn del contenido en clorofila a, clorofila b, 
clorofilas totales y la proporciôn de clorofila a/b, deben emplearse las ecuaciones 
desarrolladas especfficamente para extractos en este disolvente (Tabla 8, capftulo 
5.1.1).
Estas mismas ecuaciones han sido contrastadas paralelamente en extractos de 
pigmentos procedentes de una amplia gama de plantas vasculares (Barnes et al. 
1992). Al igual que se observaba en Anaotvchia ciliaris. especie sin sustancias 
liquénicas, en los estudios realizados con plantas vasculares no se han encontrado 
diferencias significativas entre el contenido en clorofilas, calculado mediante las 
ecuaciones propuestas a partir de extractos en DMSO, y el obtenido mediante el 
método, de uso generalizado, de extracciôn de clorofilas en acetona al 80%, 
desarrollado por Arnon (1949) y actualizado por diversos autores (Lichtenthaler & 
Weliburn 1983; Porra et al. 1989). Sin embargo, aùn en estos casos en que la 
extracciôn en DMSO es tan eficaz como en acetona, el uso del DMSO en estudios 
ecofisiolôgicos o de prospecciôn de amplios territories, conlleva importantes ventajas 
al no ser precise ni homogeneizar la muestra, ni centrifugar el extracto. En primer 
lugar, permite afrontar el anàlisis de un més elevado numéro de réplicas, incluse en 
estudios de campe, en los que no se dispone de aparatos pesados como son las
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centrffugas. En segundo lugar, el material vegetal puede ser dificil de homogeneizar 
eficazmente como es el caso de las algas liquenizadas que se encuentran inmersas en 
el interior de la estructura constituida por las hifas del micobionte liquénico. En tercer 
lugar, tras la extracciôn con DMSO, persisten, sin mayores alteraciones estructurales, 
los restos del material vegetal ya sin clorofilas, lo cual permite utilizer este material en 
estudios posteriores de localizaciôn de diversos componentes (Scott & Robson 1991 ). 
Asfmismo, también es recomendable el uso del DMSO cuando la cantidad de muestra 
disponible es reducida, hecho ffecuente en el estudio de los Ifquenes, o cuando el 
material a analizar contiene una baja concentraciôn de clorofilas en sus tejidos, como 
por ejempio ocurre, en el estudio de plantas vasculares, en el caso de semillas 
etioladas (Barnes et al. 1992).
La optimizaciôn del método de extracciôn y cuantificaciôn de clorofilas y la 
adecuaciôn del método de medida de la senal de fluorescencia de clorofilas in vivo 
(capftulo 5.1.2), han permitido fundamentar los resultados obtenidos en Ifquenes 
expuestos a contaminantes atmosféricos, cuando se utilizan variables de respuesta 
relacionadas con el estado de los pigmentos fotosintéticos. Sin embargo, se ha 
constatado que las variables de respuesta relacionadas con la degradaciôn de las 
clorofilas detectaban efectos que se correspondfan con avanzados estados de 
alteraciôn ultraestructural de las células algales (capftulo 5.2.3). En cualquier caso, es 
interesante destacar la congruencia de la respuesta liquénica tanto medida como 
variaciôn en el contenido en clorofilas totales o cambios en el PQa, como en términos 
de Fq y f j f p  (capftulo 5.2.2), o como alteraciôn de la estructura celular del fotobionte 
liquénico.
Entre las variables de respuesta al SOg, el PQa aparece como un indicador mâs 
preciso que la variaciôn en el contenido en clorofilas totales, dado que présenta un 
mayor coeficiente de correlaciôn con la dosis de SQg, unido a una menor dispersiôn 
en la respuesta (menor coeficiente de variaciôn). Cabe destacar, el uso del coeficiente
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de correlaciôn entre ambas variables de respuesta como indicador del efecto del 
contaminante.
El anàlisis de la variaciôn del PQa, puso de manifiesto una baja sensibilidad de 
los Ifquenes trente a fumigaciones agudas con SQg. El hecho de no observarse 
decaimiento alguno en los ejemplares de Anaotvchia ciliaris tras la exposiciôn a este 
contaminante durante 54 h (capftulo 5.2.1.1), concuerda con la baja sensibilidad 
demostrada por Ramalina farinacea a los picos de concentraciôn de SQg en las 
câmaras durante las fumigaciones crônicas. La dosis de SQg, entendida como el 
producto de la concentraciôn media por el numéro de dfas de exposiciôn al 
contaminante (Hur & Weliburn 1991), ha resultado ser el mejor descriptor de la 
respuesta liquénica en términos de PQa. Al mismo tiempo, las contribuciones de la 
desviaciôn tfpica, de los valores méximos alcanzados durante las fumigaciones, o de 
la distancia entre los valores méximos y mfnimos de la concentraciôn de SQ2 
registrados en las cémaras, no resultaron ser significativas (capftulo 5.2.1.2).
En resumen, los Ifquenes parecen no denotar sfntomas, en cuanto a degradaciôn 
de clorofilas se refiere, trente a picos de concentraciôn del contaminante, por lo que 
serfan majores bioindicadores del efecto de exposiciones crônicas que de episodios de 
fumigaciones agudas con SQg. Estos resultados obtenidos en câmaras estân en 
consonancia con los observados en trabajos de campo en âreas en las que se 
detectaban severos sfntomas de deterioro en Ifquenes epffitos. Tal es el caso del 
seguimiento de los efectos observados en los Ifquenes, en respuesta a diversos 
contaminantes atmosféricos, realizado en Holanda, entre 1976 y 1990, en el que se 
puso de manifiesto que eran las tendencias en la concentraciôn de SQg, expresadas 
como valores medios, y no los picos episôdicos, las que determinaban la respuesta 
liquénica (Van Dobben, 1992). Una posible explicaciôn estribarfa en que si bien 
exposiciones breves a elevadas dosis del contaminante reducen muy 
significativamente la tasa fotosintética, sin embargo, no producen danos irréversibles.
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Puckett et al. (1974) observaron una reducciôn del 90% de la tasa de asimilaciôn neta 
de CO2 de Umbilicaria muhlenberaii. tras la exposiciôn a 75 ppm de SO2 durante 15 
minutes, al tiempo que no detectaban variaciones en el contenido en clorofilas. Otros 
autores han observado una significativa recuperaciôn, tras haber inducido una 
depresiôn de la fotosfntesis en talos de Evernia mesomoroha al exponerlos a 350 ppb 
durante 1 h (Huebert et al. 1985).
En cualquier caso, sea cual sea la explicaciôn de este fenômeno, queda 
demostrado que no es posible predecir la magnitud de la respuesta liquénica, 
ignorando la duraciôn de la exposiciôn al contaminante. Coincidiendo con recientes 
estudios (Sanz, Gries & Nash 1993) y de acuerdo con los resultados expuestos, cabe 
sugerir que las escalas do sensibilidad de los Ifquenes al SO2, deben basarse en una 
relaciôn dosis-respuesta, dado que ésta depende no sôlo de la concentraciôn media 
del contaminante en la atmôsfera sino ademés del tiempo que dura la exposiciôn al 
mismo (capftulo 5 .2 .1.2).
Por otra parte, la cinética de dicha relaciôn dosis-respuesta no es lineal. Por el 
contrario, se trata de una funciôn cuya pendiente se amortigua a medida que aumenta 
la dosis (capftulo 5.2.1.2). Baséndose en este hecho, cabrfa argumenter que en el 
caso de fumigaciones crônicas, cuando el tiempo de exposiciôn al contaminante es 
del orden de ahos -tal como ocurre frecuentemente en los estudios de campo-, la 
importancia de la duraciôn de la exposiciôn podrfa pasar a un segundo piano. Téngase 
en cuenta, que las escalas, tradicionalmente empleadas para biomonitorizar niveles de 
contaminantes, basadas en la relaciôn entre respuesta liquénica y concentraciôn media 
de contaminante, que ignoran el tiempo de exposiciôn, han sido elaboradas a partir de 
estudios de campo.
Sin embargo, los resultados obtenidos en el seguimiento in situ de la evoluciôn 
de talos de Anaotvchia ciliaris se oponen a esta hipôtesis (capftulo 5.3). Entre las 
variables independientes que mejor explicaban el decaimiento del PQa, se encontraba
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el tiempo de exposiciôn de los transplantes en el àrea de estudio. Es preciso 
considérer que la hipôtesis de que este hecho podrfa deberse a un decaimiento 
generalizado por efecto del transplante es poco probable, dado que el 40% de las 
estaciones con transplantes presentaron valores medios de PQa ôptimos (>1 .30 ) a 
lo largo de los cuatro ahos de estudio. Por ello, el hecho de que el tiempo transcurrido, 
desde que tuvo lugar el transplante, tenga un alto valor descriptivo, indica que el 
decaimiento del PQa en determinadas estaciones responde a un efecto acumulativo 
a lo largo del tiempo y por ende, conduce a considerar una causa persistante mâs que 
episôdica o puntual. Por este motivo, aùn en estudios de campo, tras largos periodos 
de exposiciôn al agente inductor del daho, parece igualmente importante tener en 
cuenta la variable "tiempo de exposiciôn" y, en conclusiôn recomendar, aùn para estos 
estudios, el desarrollo de escalas fundamentadas en la relaciôn dosis-respuesta.
Estudios previos han demostrado que esa respuesta trente al contaminante 
engloba diversos mecanismos de acciôn en el caso del SQg (Fields 1988). Tanto en 
Ramalina farinacea como en Anaotvchia ciliaris. las mitocondrias del fotobionte 
liquénico se revelaron como las primeras dianas subcelulares en las que se 
manifestaba la toxicidad del SQg (capftulo 5.2.3). La alta sensibilidad de las 
mitocondrias del fotobionte parece ser caracterfstico de la respuesta liquénica 
(Holopainen 1986). Solapando con avanzadas etapas de alteraciôn estructural de las 
mitocondrias, el cloroplasto manifestaba un marcado descenso de la densidad de 
tilacoides, acompahado de una deformaciôn de los mismos, que permitfa observer 
amplios espacios del estroma con un marcado aspecto granular. Sin embargo, la 
apariciôn de sfntomas ultraestructurales, no debe interpretarse necesariamente como 
indicadora de perturbaciones en la funcionalidad de los orgénulos celulares. Es decir, 
aùn no se conoce cuâl es el significado y la repercusiôn de cada una de las 
alteraciones estructurales observadas, en la fisiologfa celular. Por ello, el concepto de 
orgénulos diana debe ser entendido con cautela y siempre dentro de su sentido
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estructural.
Como consecuencia de la exposiciôn al SOg, la variaciôn en la sehal de 
fluorescencia, en términos de Fp, podrfa interpretarse como una caida de la eficiencia 
en la reducciôn de la poblaciôn de molécules del primer aceptor de la cadena de 
transporte electrônico fotosintético (Q^). Estadios més avanzados de daho se 
corresponderfan con fenômenos de degradaciôn de pigmentos, taies como la 
feofitinizaciôn de las clorofilas.
Las primeras aproximaciones que establecfan escalas basadas en una relaciôn 
biunfvoca y simple entre la concentraciôn media de SOg, como variable independiente, 
y la respuesta liquénica, como variable dependiente (Hawksworth & Rose 1970; 
James 1982; Crespo et al. 1977; Crespo & Bueno 1982), han dado paso a modelos 
multiples que consideran ademés de la dosis del contaminante, otras variables 
independientes. Los resultados obtenidos en la présente investigaciôn (capftulo
5 .2 .1.2 y 5.2.4) muestran que tras el mismo numéro de dfas de exposiciôn (20 dfas) 
a valores medios de concentraciôn de SOg précticamente iguales (122 ppb trente a 
124 ppb), el porcentaje de decaimiento del PQa respecte al valor medio control, en 
ocasiones fué del 3.4%, no significativo, y en otras del 40.4%  y significativo 
(F<0.05). Esta diferencia evidencia que la respuesta al SQg viene determinada por 
otras variables ademés de la dosis de contaminante. En el modelo desarrollado por 
Grace, Gillespie & Puckett (1985), la concentraciôn media de SQg umbral para un 
periodo de exposiciôn de 24 h, por encima de la cual se detectaban dahos en Ifquenes 
(pérdida de potasio), se estimaba a partir de los valores de la velocidad del viento, la 
temperatura y humedad relativa del aire, la temperatura en la superficie del talo 
liquénico, y el contenido hfdrico inicial del talo liquénico. Sean éstas u otras las 
variables que determinen la respuesta al SQg, el hecho es que el desarrollo de un 
modelo necesariamente conlleva la selecciôn de un subconjunto restringido de 
variables independientes, de entre todas las posibles, capaz de explicar la respuesta
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observada y con esta base predecir, con cierto grado de certidumbre, la respuesta que 
cabrfa esperar trente a futures valores de estas variables o incluse, trente a 
situaciones no experimentadas. La selecciôn de estas variables es, en sf misma, un 
proceso de sfntesis de la informaciôn recogida en el conjunto de medidas que a priori 
podrfan determinar la respuesta al contaminante. Mediante un anàlisis de selecciôn 
progresiva de variables, se seleccionaron très variables a partir de un conjunto que 
también inclufa el a porte de nitrato, bajas temperaturas, temperatura media y humedad 
relativa media durante las fumigaciones, entre otras. Las variables que constitufan el 
conjunto con mayor valor desciptivo resultaron ser, la dosis de SO2, el efecto conjunto 
de SO2 y heladas, y la precipitaciôn en los dfas anteriores a la recolecciôn, cuyo efecto 
variaba estacionalmente. Es interesante destacar la coincidencia entre el modelo y el 
seguimiento in situ de la evoluciôn de los pigmentos en Anaotvchia ciliaris. al ser 
seleccionado en ambos casos el efecto de la precipitaciôn sobre la respuesta liquénica. 
Al tratarse de un muestreo anual, no es posible valorar el efecto de la estacionalidad, 
sin embargo, el estudio de campo coincide con el modelo, al atribuir un papel negativo 
a la precipitaciôn, en este caso, a la precipitaciôn total recogida entre campana y 
campana. En contraste con este resultado, se detectô un efecto estimulante o al 
menos protector, de una mayor frecuencia de las precipitaciones (mayor numéro de 
dfas de Iluvia). Tal como ya se ha comentado (capftulo 5.3), este hecho podrfa estar 
relacionado con un mayor numéro de ciclos de hidrataciôn-deshidrataciôn del talo 
liquénico, y por ello, con un més largo periodo de actividad metabôlica, lo cual podrfa 
favorecer los procesos de reparaciôn de posibles dahos.
El interés del modelo propuesto no se limita a su capacidad de predecir la 
respuesta liquénica en expérimentes en câmaras, sino que su mayor aportaciôn 
consiste en el planteamiento de hipôtesis de trabajo, basadas en evidencias previas, 
a contrastar en futures investigaciones sobre moduladores de la respuesta al SOg, que 
potencialmente podrfan estar opérande en el medio natural.
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Sin embargo, dado que el modelo planteado se basa en la combinaciôn lineal 
de variables independientes, o a lo sumo, del producto de las mismas, este modelo no 
contempla interacciones més complejas, como es, por ejemplo, la descrita para la 
combinaciôn del SOg y el NO 3 (capftulo 5.2.4). En este sentido, no es de extrahar que 
el aporte de nitrato no baya sido seleccionado como descriptor de la respuesta 
liquénica, dado que su efecto pueder ser extremadamente distinto cuando se aplica 
sôlo o en combinaciôn con SOg.
Estudios previos indican que el NO 3 cuando es suministrado aisladamente a 
Ifquenes, en dosis moderadas, présenta un efecto fertilizante (Kauppi 1980a; Blum et 
al. 1989). Este efecto se corresponde con un incremento en el numéro y tamaho de 
las celulas algales y en el contenido en clorofilas (Holopainen & Kârenlampi 1985). 
Tras 14 dfas de tratamiento con una soluciôn acuosa de NO 3, de la misma 
concentraciôn que la empleada en anteriores estudios, 0.01 M (Holopainen & 
Kârenlampi 1985; Kauppi 1980a), se observô un incremento del 30% en el contenido 
medio en clorofilas de talos de Ramalina farinacea (experimento 8 , capftulo 5.2.1.2). 
Sin embargo, incluso con una concentraciôn de NO 3, similar a la registrada en el agua 
de Iluvia de lugares presuntamente contaminados, 50//M (UK RGAR 1987), se detectô 
un incremento en la proporciôn clorofila/feofitina, que sôlo fue significativo en el caso 
de Anaotvchia ciliaris. tras 38 dfas de aplicaciôn. Por tanto, un aporte suplementario 
de NO 3, podrfa explicar los resultados de campo observados en el érea estudiada, en 
la que, a los valores mâs elevados de contenido en clorofilas totales observados en 
los ejemplares autôctonos, se sumaba una tendencia progresiva hacia valores 
superiores en los transplantes. Diversos autores han detectado un incremento en el 
contenido en clorofilas de Ifquenes, como resultado del efecto producido por 
contaminantes atmosféricos (Arb & Brunold 1990; Arb et al. 1990; Ellin & Seaward 
1989; Kauppi 1980a). Sin embargo, se desconoce cuâl serfa el efecto esperado ante 
la posible interacciôn entre contaminantes nitrogenados y el SOg, frecuentemente
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emitidos simultâneamente por las mismas fuentes.
A la luz de los resultados obtenidos cuando se combina el aporte de NO 3 con 
la exposiciôn a SOg, parece evidente que el mero conocimiento de la coexistencia de 
ambos compuestos en atmôsferas contaminandas, no es suficiente informaciôn como 
para predecir si el efecto sob'e la simbiosis liquénica seré sinérgico, antagônico o 
aditivo. Este abanico de posibilidades en la respuesta ha llevado a algunos autores, 
que estudiando la interacciôn de SOg con otros contaminantes obtuvieron este mismo 
resultado, a calificarla como respuesta variable {''variable response"; Heagle & 
Johnston 1979). Sin embargo, esta respuesta no varfa aleatoriamente, de hecho, su 
divergencia del patrôn aditivo esté vinculada al grado de daho que causan'a el SOg, en 
caso de que actuara aisladamente, es decir, en ausencia de otros contaminantes. De 
los experimentos en cémaras, se concluye que cuando el daho producido por la 
exposiciôn a SOg, era severe, entonces el aporte simulténeo de NO 3, amortiguaba el 
efecto del SOg. Por el contrario, en aquellos casos en que el efecto de la exposiciôn 
al SO2 no era significativo, la mezcla producfa un daho superior al que cabrfa esperar 
a partir de la suma de los efectos de ambos contaminantes por separado, es decir, se 
observaba una interacciôn sinérgica. Esta estrecha relaciôn permite estimar el tipo de 
respuesta a la mezcla de ambos contaminantes, conociendo el efecto que producirfa 
el SO2 por separado (capftulo 5.2.4). En este sentido, cobran especial importancia para 
la estima del tipo de respuesta a la mezcla SO2-1-NO 3, los modelos dirigidos a la 
predicciôn de la respuesta al SO2 que no consideran la interacciôn de éste con otros 
contaminantes.
Este patrôn de respuesta a la combinaciôn de SO2 y NO 3, que no habfa sido 
descrito en Ifquenes anteriormente, ya habfa sido observado al exponer plantas 
vasculares al SO2 en combinaciôn con el NO 3 (Tingey et al. 1971; Ashenden & 
Mansfield 1978; Ashenden 1979; Ashenden & Williams 1980). Sin embargo, llama 
la atenciôn que este mismo patrôn también se habfa observado en plantas vasculares
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en respuesta a la combinaciôn del SOg con otros contaminantes atmosféricos, como 
el O3 (Matsushima 1971; Tingey et al. 1973; Heagle & Johnston 1979) o el HF 
(McCune 1984). A partir de los estudios realizados sobre la interacciôn entre SOg y 
HF, se ha propuesto el desarrollo de modelos del tipo "superficie de respuesta", que 
resuman los efectos més que aditivos, aditivos y menos que aditivos en funciôn de 
los efectos inducidos por las diferentes dosis de contaminante por separado, 
superando asf la aparente contradicciôn entre las distintas respuestas observadas 
trente a la misma mezcla de contaminantes (McCune 1984). Este tipo de superficies 
de respuestas podrfan aplicarse a la interacciôn del SOg con el NO 3 o con el O3 
(Runeckles 1984). A la luz de esta interpretaciôn globalizadora quedarfan explicadas 
algunas de las pocas interacciones entre contaminantes observadas en Ifquenes. Tal 
es el caso de la interacciôn entre SO2 y O3, en la que cuando uno de los gases inducfa 
dahos significativos, cuando era aplicado por separado, la mezcla aminoraba estos 
efectos, comporténdose por tanto el SO2 como antagoniste del O3 (Eversman & Sigal 
1987).
Se han sugerido diversos mecanismos con el fin de explicar el detrimento 
producido por la combinaciôn de SO2 y NO 3; todos ellos basados en el desequilibrio 
de los niveles de nitrito en el interior celular y en la acciôn simulténea de éste con el 
iôn sulfito (Weliburn et al. 1981 ; Weliburn 1990). Al mismo tiempo, otros autores han 
hipotetizado que los contaminantes nitrogenados podrfan neutralizar los efectos 
producidos por contaminantes écidos (Kauppi 1980a), o al menos aminorarlos al 
incrementar la capacidad de asimilaciôn de los vegetales expuestos e inducir en ellos 
un aumento en la sfntesis de proteinas (Scott et al. 1989). Sin embargo, no se conoce 
cuâl pudiera ser la base fisiolôgica capaz de explicar que una misma mezcla de 
contaminantes pueda inducir efectos tanto sinérgicos, como antagônicos, como 
aditivos.
Igualmente, permanece la duda acerca de si esta variada fenomenologfa
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observada en experiencias en câmaras de fumigaciôn, realmente tiene lugar en los 
hâbitat donde estas especies crecen de forma espontânea. En otras palabras, serân 
précisas posteriores investigaciones que acoten, de entre todas las posibilidades 
ensayables en câmaras, cuântas serfan posibles en condiciones naturales y en qué 
situaciones podrfan llegar a ser reales.
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